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1. EL TRACTO URINARIO

El sistema urinario humano se compone fundamentalmente de dos partes: los
organos secretores (riiones) que se encargan de producir la orina, y el tracto
urinario o vias excretoras (pelvis renales, uréteres, vejiga urinaria y uretra) que
basicamente conducen y almacenan la orina para que posteriormente sea evacuada
al exterior. De entre los componentes del tracto urinario, las pelvis renales y los
uréteres constituyen el tracto urinario superior (TUS), mientras que la vejiga y la

uretra forman el tracto urinario inferior.

Todo el tracto urinario comparte una estructura histologica similar, la cual esta

compuesta basicamente por tres capas:

-Urotelio o epitelio de células transicionales: formado habitualmente por seis capas
gue se agrupan en tres tipos celulares: las células basales (localizadas en la base
del urotelio), las células poliédricas (situadas sobre las basales) que se organizan en
un numero variable de capas dependiendo de la zona del tracto urinario de la que se
trate, y las células de superficie o “en paraguas” (las mas superficiales) que son
células aplanadas de gran tamafio. Ademas de estos tres tipos celulares, a lo largo
del urotelio pueden encontrarse de manera normal nidos de Brunn y focos dispersos
de metaplasia escamosa o glandular. Se trata de un epitelio estratificado formado
por un namero variable de capas de células (entre 2 y 6) dispuestas de un modo un
tanto irregular. Reviste los tractos urinarios, desde los calices renales (con dos
capas celulares) hasta la uretra (con 4 a 5 capas), pasando por la vejiga urinaria
(hasta 6 capas celulares). Es un epitelio impermeable a las sales y al agua por lo
que forma una barrera osmética entre la orina y los liquidos intersticiales. Tiene gran
capacidad de distensién, demostrable con el llenado de la vejiga urinaria, gracias a
que las células de las capas superficiales se aplanan por estiramiento, tomando
aspecto de epitelio escamoso. Esta capacidad deriva de las caracteristicas
especiales de las células mas superficiales que presentan zonas de mayor grosor en
su parte apical denominadas placas. Estas placas estan separadas por unas franjas

mas delgadas, dandole un aspecto rugoso a la porcion apical de la célula sobre todo



cuando la vejiga se vacia (Figura 1). Algunas de las células mas superficiales de
este epitelio son binucleadas (Figura 1). En la parte basal del epitelio, las células son
menos voluminosas y mas numerosas, creciendo en tamafio a medida que nos
aproximamos a la zona apical. No existen interdigitaciones desde el tejido conectivo
similares a las que normalmente se encuentran en los epitelios estratificados, siendo
en este caso el limite epitelio-conectivo practicamente plano. Como en el resto de
los epitelios, en dicho limite existe una matriz extracelular especializada denominada

lamina basal o lamina propia.
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Figura 1. Imagen histolégica del epitelio de transicion, que recubre la practica totalidad del

tracto urinario. (Fuente: www.kumc.edu).

-Lamina propia: es la capa sobre la que descansa el urotelio. Consiste en una capa
de tejido conectivo fibroelastico relativamente gruesa que permite una distension
considerable. Esta capa es atravesada por numerosos vasos sanguineos y contiene

fibras de musculo liso.

-Capa muscular: esta formada por haces de muasculo liso que se ramifican y
entrelazan de manera laxa configurando tres capas: la longitudinal externa, la
circular media y la longitudinal interna. Esta malla muscular es responsable del

peristaltismo del tracto urinario y permite el vaciado de la vejiga. La estructura y



composicion de esta musculatura varia ligeramente a lo largo del tracto urinario asi

como en funcién del sexo.

Externa a la capa muscular se encuentra una capa de grasa perivesical.

La irrigacion sanguinea de la vejiga se realiza a través de arterias originadas
de la arteria iliaca interna. Las venas que surgen de la vejiga desembocan también
en la vena iliaca interna. A nivel linfatico, la mayor parte del drenaje pasa a los
ganglios linfaticos iliacos externos, aunque también existe drenaje a los ganglios
obturadores, iliacos internos y comunes. Finalmente, la inervacion de la vejiga
corresponde tanto al sistema nervioso simpatico como al parasimpatico.

2. EL CANCER VESICAL

El carcinoma urotelial (CU), también llamado carcinoma de células
transicionales, es una enfermedad neoplasica que se origina en el urotelio. La
localizacion mas frecuente del CU es la vejiga (>90%), aunque puede aparecer en
cualquier nivel del tracto urinario (el 5% de los casos aparecen en el TUS 'y 1% en la
uretra).

Figura 2. Imagen hlstologlca de un carcinoma urotelial in situ (Fuente:

www.uropatologia.com).



3. EL CANCER VESICAL: PRESENTACION CLINICA, TIPOS Y
CLASIFICACION

Aproximadamente el 75% de los CUs se diagnostican inicialmente como no
musculo-infiltrantes. Desafortunadamente, estos tumores estan caracterizados por
unos indices de recurrencia en la vejiga que oscilan entre el 60 y el 85%, una vez
que el tumor primario ha sido tratado. Ademas, entre un 15-30% de los CU no
musculo-infiltrantes progresaran a infiltrar la capa muscular, hecho que empeorara
mucho el prondstico del paciente (Amira y cols. 2002). Asi, tanto la naturaleza
insidiosa de estos tumores como su variable manifestacion clinica han llevado a la
mayoria de profesionales clinicos a minimizar la agresividad terapéutica a la hora del
seguimiento y el tratamiento, pensando en la calidad de vida del paciente (Fernando
y cols. 2005)

Segun el patron de crecimiento, el CU puede ser de varios tipos:

1 Papilar: este patrén aparece en un 75-80% de los CUs. Los tumores
papilares se caracterizan por presentar, tal y como su nombre indica, papilas,
gue consisten en prolongaciones tapizadas por células uroteliales que
contienen un estroma fibrovascular en su interior. Tienden a ser lesiones
multifocales y a recurrir. Este patron de crecimiento también es caracteristico
de una forma benigna de céncer vesical llamada papiloma, que representa el
2,5% de todos los tumores papilares de la vejiga. En este caso las papilas
estan formadas por un eje fibroconjuntivo vascular revestido de un epitelio de

células transicionales normales.

1 Sélido: este patron se da aproximadamente en el 10% de los CUs. Supone
una lesion formada por islotes celulares que contienen grandes nucleos
hipercromaticos. La presencia de este patron implica un mal prondstico de la
enfermedad.

1 Mixto: aparece en el 20% de CUs. Los tumores con este patron de



crecimiento presentan caracteristicas papilares y sélidas al mismo tiempo.

1 Plano: al CU con este patron de crecimiento se le confiere una identidad
propia, de manera que pasa a llamarse carcinoma in situ (CIS o Tis). Queda
limitado al urotelio y tiene una elevada capacidad invasiva y metastasica.

Puede presentarse asociado a lesiones papilares.

A nivel histoldgico, el CU se clasifica teniendo en cuenta basicamente dos
aspectos: el estadio de invasion del tumor en las capas del tracto urinario y el grado
de desdiferenciacion celular. A continuacién se explica mas detalladamente cada

uno de estos aspectos (Wittekind y cols. 2002).

Estadio. Clasificacion TNM de tumores malignos (TNM Classification of Malignant

Tumours), 62 edicidon, 2004. Clasificacion utilizada en la actual tesis doctoral.

El estadio indica el nivel de extension del tumor entre las capas del tracto
urinario e incluso si alcanza otros 6rganos. El sistema para clasificarlo se denomina
TNM (del inglés, Tumor, Node, Metastasis) y hace referencia a los siguientes

parametros:

"1 T: indica el grado de infiltracion del tumor en las capas del tracto urinario.
1 N: indica la presencia o ausencia de células tumorales en los ganglios
linfaticos regionales.

1 M: informa de la presencia o ausencia de metastasis a distancia.

T: Tumor primario

TX, No se puede evaluar el tumor
TO, No hay evidencia de tumor
Tis, Carcinoma in situ: "tumor plano”

Ta, Carcinoma papilar no infiltrante



T1, Tumor que invade el tejido conjuntivo subepitelial

T2, Tumor que invade la capa muscular

T2a, Tumor que invade la capa muscular superficial (mitad interna)

T2b, Tumor que invade la capa muscular profunda (mitad externa)

T3, Tumor que invade la grasa perivesical

T3a, Tumor que invade microscopicamente la grasa perivesical

T3b, Tumor que invade macroscopicamente (masa extravesical)

T4, Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: prostata, Utero,
vagina, pared pélvica o abdominal

T4a, Tumor que invade la préstata, el Utero o la vagina

T4b, Tumor que invade las paredes pélvica o abdominal

N: Ganglios linfaticos regionales

NXx, no se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO, no se demuestran metastasis ganglionares regionales

N1, metastasis a Unico ganglio linfatico, de diametro maximo <a 2 cm

N2, metastasis en un unico ganglio linfatico, de diametro maximo mayor de 5
cm, 0 en varios, ninguno de ellos mayor de 5 cm de didmetro maximo

N3, metastasis en un ganglio linfatico de diametro méximo mayor de 5 cm

M: Metastasis a distancia

Mx, no se puede evaluar las metastasis a distancia
MO, no hay metéstasis a distancia

M1, metastasis a distancia

Estos pardmetros pueden evaluarse a partir del tejido extraido en la reseccién
transuretral del tumor (estadiaje clinico) y/o después de la cirugia radical en la que

se extirpa la vejiga (estadiaje patolégico). Cuando se habla de estadiaje patoldgico,



a las categorias T, N y M se las denomina pT, pN y pM, respectivamente

Segun el estadio, el CU puede recibir diferentes denominaciones. Cuando el
tumor no llega a invadir la capa muscular (Tis, Ta y T1), se le denomina
comunmente carcinoma no musculo-infiltrante o tumor no invasivo de la capa
muscular o superficial (este ultimo término est4 en desuso). En cambio, cuando el
tumor llega a infiltrar el masculo o las capas exteriores a éste (T2 o mas), se le

denomina carcinoma musculo-infiltrante.

Grado

Los sistemas de gradacion de los tumores uroteliales mas difundidos vy
ampliamente aceptados han sido los propuestos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Asi, en 1973 se establecié una gradacion que se ha estado utilizando
durante décadas, la cual clasificaba a los tumores en 4 categorias: papiloma, grado
1, grado 2 y grado 3 (Mostofi y cols. 1984). En esta clasificacion, los papilomas
fueron definidos como lesiones exofiticas no malignas, formadas por un eje
fibroconjuntivo recubierto por un epitelio transicional normal. Por otro lado, las
categorias 1, 2 y 3 correspondian a los diferentes grados de anaplasia celular,
siendo los tumores con grado 3 los que presentaban un grado de anaplasia mas
severo, asignandoseles un peor prondstico de la enfermedad. La anaplasia en esta
clasificacion se defini6 por la presencia de células grandes, con irregularidad
morfologica, polaridad atipica, presencia de figuras mitéticas anormales y con
variaciones en los patrones de cromatina nucleares, entre otras caracteristicas. Una
critica recurrente de este sistema de gradacion fue la definicidbn poco exacta de los
puntos de corte entre estos tres grados de malignidad. En 1998, este sistema fue
modificado, de manera que la clasificacion pasd Unicamente a considerar tres
grupos de lesiones: papiloma, lesiones de bajo grado y lesiones de alto grado.
Posteriormente en 2004 la OMS afadio al sistema de 1998 una nueva categoria que
incluye las neoplasias uroteliales papilares con bajo potencial de malignidad o
PUNLMP (del inglés, papillary urothelial neoplasm of low malignant potencial).

Mencion aparte requiere el carcinoma in situ (CIS), que puede definirse



como una neoplasia urotelial plana, no invasiva, compuesta por células anaplasicas
gue reemplazan todo el grosor de la mucosa. El CIS vesical puede ser un proceso
focal, en cuyo caso el tratamiento es conservador; o puede ser un proceso difuso o
multicéntrico que requiera terapia radical. Es dificil de localizar cistoscopicamente,
ya que la mucosa puede parecer normal, pero a veces se ve rojiza (por denudacion
del epitelio), con un punteado amarillento ligeramente elevado (nidos de von Brunn
repletos de células neoplasicas) o aterciopelada (carcinoma in situ” de apariencia
pseudopapilar). El significado de la forma primaria no es bien conocido. Puede
representar un precursor de enfermedad invasiva de alto grado. En este sentido,
Relamed y cols., estimaron que un tercio de los casos evolucionaron hacia
carcinoma invasivo, mientras que Murphy encuentra dicha progresion en el 55% de
los casos, ocurriendo habitualmente a los 5 afios del diagnostico (Murphy 1992;
Melamed y cols. 1993). También podrian significar una forma "exitosa" de
adaptacion de la vejiga a agentes carcindgenos; en esta linea, Murphy y cols.
sefalan la escasa proporcion de progresion, su lenta evolucion y la frecuente

asociacion de CIS con otras neoplasias vesicales (Murphy 1992).

Finalmente, resefiar que se han utilizado diferentes marcadores tumorales
con la intencién de diferenciar subtipos de cancer vesical en relacion a su prognosis
y respuesta al tratamiento. Estos marcadores se han usado también para diferenciar
grupos tumorales etiolégicamente diferentes. El cancer de vejiga esta causado por la
acumulacion de diferentes alteraciones genéticas y epigenéticas y genes supresores
y oncogenes. La alteracion de proteinas codificadas por este tipo de genes ha sido
estudiada en relacion al prondstico y la respuesta a los tratamientos (genes
supresores: p53, Rb, WAF1/p21; oncogenes: FGFR3, BCL-2, c-erbB-2), asi como
otras proteinas relacionadas con los telomeros y otras proteinas de adhesion (E-
caderina). Algunos estudios han propuesto que los tumores vesicales
superficial/papilar e invasivo son dos entes diferentes también a nivel molecular
(Knowles 1998). Asi, la delecion del cromosoma 9 es mas frecuente en los tumores
superficiales/papilares, mientras que las mutaciones en TP53 y el desequilibrio de

ligamiento del cromosoma 17 son mas frecuentes entre los tumores de alto grado.



Las mutaciones en p53 parecen estar asociadas a un peor pronostico (Esrig y cols.
1994), aunque la evidencia no esta del todo contrastada (Malats y cols. 2005).

4. EL CANCER VESICAL: EPIDEMIOLOGIA

El cancer vesical es el cancer mas frecuente del tracto urinario. La incidencia
varia ampliamente dependiendo de la region geogréafica: en los Estados Unidos y
Europa occidental se registran las tasas mas altas, mientras que los paises de la
Europa del Este y Asia tienen las tasas mas bajas Es de 2,5 a 10 veces mas
frecuente en los hombres que en las mujeres (Figura 3). Y supone para los primeros,
en los paises occidentales, el cuarto cancer mas frecuente (Murta-Nascimento y
cols. 2007a).
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Figura 3. Incidencia de céancer de vejiga, estandarizada por la edad y ajustada a la poblacion

mundial, entre hombres (A) y mujeres (B) para diferentes paises (Adami y cols. 2008).
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Es responsable del 2,9% de todas las muertes por cancer entre los hombres y
del 1,5% entre las mujeres. A partir de la década de 1950, la incidencia en los paises
occidentales ha aumentado un 50% (Silverberg 1987). Aumentando un 33% entre
los afios 1985 y 2000. Segun el Centro Nacional de Epidemiologia, entre los afios
1997 y 2002 se registraron entre los hombres de la Comunidad Autbnoma de
Canarias, 202 casos de cancer de vejiga por cada 100.000 habitantes. Ese nimero
era de 88 para el caso de las mujeres. (Fuente:

http://www.isciii.es/htdocs/centros/epidemiologia/epi_cancer.jsp).

La tasa incidencia por esta enfermedad entre los hombres de nuestra
Comunidad Auténoma ajustadas con la poblacion europea fue de 32,98/100.000
habitantes para el periodo 1997-2002. Esa tasa fue de 4,15/100.000 habitantes para
las mujeres, siendo por tanto la incidencia 7,9 veces superior entre los individuos de
sexo masculino. Como se observa en la figura 4, la incidencia de este tipo de

tumores ha ido en aumento progresivo también en nuestro pais, sobre todo entre los

varones.
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Figura 4. Evolucién de las tasas de incidencia de cancer de vejiga, ajustadas a la poblacion europea,
en hombres (A) y en mujeres (B), en los diferentes registros poblacionales espafioles. Periodos: 1,
1984-87; 2, 1988-92; 3, 1993-97; y 4, 1998-02. o, Granada; e, Murcia; A, Navarra; o, Tarragona; m,

Zaragoza. (Fuente: http://www.isciii.es/htdocs/centros/epidemiologia/epi_cancer.jsp).

La supervivencia relativa a los 5 aflos para el cancer vesical en adultos

europeos diagnosticados entre 1995-1999 (hombres y mujeres) fue del 65% (Berrino
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y cols. 2007). Esos datos de supervivencia a 5 afos para el mismo periodo en
nuestro pais ascendian al 77% (Sant y cols. 2009).

La tasa de mortalidad ajustada a la poblacién europea por cancer de vejiga
para los hombres durante el afio 2008 (Ultimo registro actualizado en el Centro
Nacional de Epidemiologia) era de 12,52 por cada 100.00 habitantes. La provincia
de Las Palmas present6 para ese afio una tasa de 12,54/100.000 habitantes (Figura
5).

La tendencia temporal de mortalidad en la provincia de Las Palmas ha ido

aumentando progresivamente, mientras que en el territorio nacional, la tendencia ha

sido la contraria (Figura 6).

I:‘.E'-E.E' I:'.;Z-;.Z-: 026-1120  11.36-13.52 @E13.58-14.8 .15.35-1‘.33 Il:'.:‘;-‘.?.l:'

Figura 5. Mapa de mortalidad provincial del cancer de vejiga entre los varones para el afio 2008. La
tasa de mortalidad estd ajustada a la poblacién europea por cada 100.000 habitantes. Fuente:

http://www.isciii.es/htdocs/centros/epidemiologia/epi_servidores.jsp).
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Figura 6. Tendencia temporal de mortalidad por cancer de vejiga entre los afios 1995 y 2008 para la
poblacién masculina de la provincia de Las Palmas. Tasa ajustada a la poblacién europea por cada

100.000 habitantes por afio. (Fuente http://www.isciii.es/htdocs/centros/epidemiologia/epi_servidores.jsp).

En Gran Canaria, el cancer de vejiga supuso el 1% del total de las muertes
por cancer, siendo el octavo mas frecuente, segun datos del afio 2010 del Instituto
Canario de Estadistica. La gran mayoria (93%) son carcinomas de células
transicionales (CCT), 2% son carcinomas de células escamosas y 1% son

adenocarcinomas.

5. EL CANCER VESICAL: FACTORES DE RIESGO

5.1. Generalidades

La incidencia del cancer de vejiga es mayor entre los paises de Europa
occidental y América del Norte, y considerablemente menor en los paises asiaticos.
Estas diferencias pueden ser explicadas parcialmente por las diferentes practicas
para el diagnéstico de tumores superficiales de bajo grado. En general, la incidencia
ha ido aumentando paulatinamente en los paises industrializados durante la Ultima
década, mientras que la mortalidad ha ido decreciendo paulatinamente, sobre todo

entre los hombres. Es de destacar que los mayores ratios de mortalidad se detectan
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se detectan en cohortes de pacientes nacidos entre 1920 y 1940, que corresponde a
las generaciones expuestas con mayor fuerza al tabaco y a carcind6genos
industriales. El perfil entre las mujeres es similar aunque menos consistente (Adami
y cols. 2008).

5.2. Edad, sexo, razay habitat

Las diferencias de incidencia observadas entre hombres y mujeres en la
practica totalidad de paises (salvo en algunos paises africanos), ha llevado a pensar
qgue el sexo y los factores hormonales asociados podrian ser importantes en esta
patologia. Las evidencias epidemioldgicas son indirectas y limitadas, y en ningun

caso adecuadas para sostener esa hipoétesis (Hartge y cols. 1990).

La incidencia del cancer de vejiga aumenta con la edad, tanto entre hombres
como entre mujeres por encima de los 50 afios (Figuras 7A y 7B). Aproximadamente
el 80% de los casos son diagnosticados en mayores de 60 afios, siendo la edad
media de presentacion de 69 afios para los varones y de 71 afios para las mujeres.
El rango de edad de los pacientes con carcinoma de vejiga se extiende desde la
primera a la décima década, pero mas de dos tercios (80%) estan incluidos en el
rango de 50 a 79 afios, siendo rara la enfermedad antes de los 40 afios, con sdélo un
caso diagnosticado en la primera década de edad, y menos de 100 casos
informados en pacientes de 30 o mas jovenes (Adami y cols. 2008). En los paises
industrializados, el cancer de vejiga es aproximadamente tres veces mas frecuente
entre hombres que entre mujeres, debido fundamentalmente a la diferencia relativa

al habito tabaquico (principal factor de riesgo de esta patologia).

Afecta fundamentalmente a hombres blancos, siendo mas raro entre los asiaticos,
los hispanos y los indios y negros americanos. En la mayoria de los grupos raciales,
la razon de masculinidad es al menos 3:1, aproximandose a 4:1 entre los blancos
(Silverberg 1987). El riesgo de desarrollar la enfermedad a lo largo de la vida es de

un 3% entre los varones blancos, de aproximadamente un 1% entre las mujeres
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Figura 7. Incidencia edad-especifica de cancer de vejiga entre los hombres (A) y las mujeres (B)

segun paises (Adami y cols. 2008).

blancas y los varones negros y de un 0.5% entre las mujeres negras. El predominio

masculino es observado en todos los grupos de edad.

La incidencia es generalmente mayor entre individuos de ambientes urbanos,
posiblemente debido a un mayor nivel de exposicibn a contaminantes,
fundamentalmente derivados del petrdleo como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs) o de origen industrial como dioxinas y bifenilos policlorados
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(PCBs), aunque este hecho no esta del todo comprobado (Adami y cols. 2008).
También se ha observado mayor prevalencia de la enfermedad entre individuos de
clases sociales bajas, hecho que se explica posiblemente por los mayores habitos
tabaquicos de estas clases sociales. Ademas, el tipo de ocupacion profesional
también suele ser de mayor riesgo (trabajos con mayor componente manual,
manipulacion de sustancias quimicas, etc.). La mortalidad entre esta clase social es

también mayor (Adami y cols. 2008).

5.3. Tabaco

El tabaco (fumado en cigarrillo) es la causa mas importante de cancer de
vejiga, particularmente entre los hombres. Esta asociacion se ha comprobado en
muchos estudios de casos y controles. De manera general, todos los estudios ven
un aumento del riesgo de sufrir esta patologia entre los fumadores. Ese riesgo esta
en torno a las dos veces si comparamos a los exfumadores y a los no fumadores.
Entre los fumadores, en aquellos que consumen mas de 20 cigarrillos al dia, ese
riesgo aumenta hasta unas 5 veces (Adami y cols. 2008). El efecto del tabaco
parece ser similar entre hombres y mujeres (Puente y cols. 2006). El riesgo parece
ser diferente segun el tipo de tabaco consumido, el modo y numero de cigarros

fumados.

En este sentido, la duracion del habito tabaquico y la edad a la que el
individuo se inicia en el habito tabaquico parecen ser parametros criticos en relacion
al riesgo (Doll y cols. 1994; Brennan y cols. 2000). Asi, el riesgo aumenta entre
aguellos que se iniciaron en el habito antes de los 20 afios. Tanto la edad de inicio,
como la duracién del habito o la edad a la que se finaliza, son variables intimamente
relacionadas. Tras dejar de fumar, el riesgo disminuye entre un 20 y un 30% en los
primeros 5 afios. Algunos estudios han reportado que el riesgo de desarrollo de este
tipo de tumores sigue siendo mayor entre exfumadores de mas de 20 afios que entre

los no fumadores (Brennan y cols. 2000; Adami y cols. 2008).
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El tabaco rubio es el mayoritariamente consumido en el norte de Europa y
Norteamérica, mientras que en el sur de Europa y Suramérica, se consume mas
tabaco negro. Algunos estudios que han comparado ambos tipos de tabaco han
encontrado un mayor riesgo de cancer de vejiga entre los individuos que consumen
tabaco negro (Adami y cols. 2008). El tabaco negro tiene una mayor concentracion
de aminas aromaticas (4-aminobifenilo, b-naftilamina, o-toluidina) y otros agentes
quimicos. Mas audn, los fumadores de tabaco negro excretan 1,8 veces mas
mutagenos en orina que los fumadores de tabaco rubio (Malaveille y cols. 1989).
Asimismo, los cigarros sin filtro aumentan entre un 30 y 50% el riesgo de desarrollo
de cancer de vejiga, en comparacion con los individuos consumidores de tabaco con
filtro (Hartge y cols. 1987; Samanic y cols. 2006; Adami y cols. 2008). A dia de hoy,
ningun estudio ha demostrado que el riesgo de cancer de vejiga aumente entre los

fumadores pasivos.

En lineas generales puede decirse que existen mas de 60 carcin0genos
presentes en el humo de cigarrillo. Los carcinGgenos potenciales incluyen el 4 -
aminobifenilo, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), compuestos nitrosos
y aldehidos no saturados (Hoffman y cols. 1969).

5.4. Dieta

Salvo por una ligera asociacion protectora entre el consumo de frutas y
verduras, no hay demasiadas evidencias cientificas acerca del consumo de
determinados alimentos como factores de riesgo para el cancer de vejiga. Las frutas,
zumos de frutas y verduras (zanahorias, cruciferas y vegetales verde oscuro)
parecen proteger frente a este tipo de tumores. Steinmaus y cols. han reportado un
meta-analisis donde encontraron que la baja ingesta de este tipo de alimentos
incrementa el riesgo de cancer de vejiga (RR = 1,4 y 1,2 para frutas y verduras,
respectivamente) (Steinmaus y cols. 2000). Parece que este efecto protector es
debido al consumo de vitaminas A y C, folatos y carotenos (Knekt y cols. 1990;
Michaud y cols. 1999b), si bien existe mucha controversia al respecto (Steinmaus y

cols. 2000; Zeegers y cols. 2001b). Los estudios acerca del papel de la vitamina E y
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de la ingesta de selenio han reportado resultados inconsistentes (Brinkman y cols.
2006). En resumen, podemos decir que las evidencias protectoras del consumo de

frutas y verduras son similares a lo observado en otros tipos tumorales.

Respecto a otros alimentos, hay autores que han sugerido que las dietas
bajas en grasa protegen frente al cancer de vejiga, mientras que el consumo de
carne, aves de corral e incluso ciertos pescados parecen incrementar ese riesgo
(Steinmaus y cols. 2000). No obstante, los resultados estan lejos de ser
concluyentes. Tampoco hay evidencias claras para otros grupos de alimentos
(productos lacteos) o de macronutrientes (ingesta de proteinas, lipidos,

carbohidratos o de calorias) (Adami y cols. 2008).

Se ha estudiado si la forma de coccion de los alimentos puede influir en el
riesgo de cancer de vejiga, ya que las aminas heterociclicas, potentes mutagenos y
carcindgenos en animales, se generan en los asados y los fritos, principalmente.
Mientras que algunos autores han reportado un incremento del riesgo de cancer de
vejiga entre los consumidores de alimentos cocinados de esa forma, otros no han

encontrado tal asociacién (Augustsson y cols. 1999).

Aungue es posible que exista una asociacion entre los alimentos y el cancer
de vejiga, no existen evidencias claras acerca de qué alimentos o de qué formas de
coccion son las méas relacionadas con un incremento de riesgo. En teoria, la
presencia de aminas heterociclicas en contacto con el epitelio de la vejiga, puede
aumentar las posibilidades de carcinogénesis, por lo que podria asumirse que el
consumo de alimentos asados, al grill o cocinados a altas temperaturas podrian ser
una fuente relevante de aminas y PAHs. De hecho, se considera que la dieta
contribuye a un porcentaje muy importante de la carga total de PAHs de un adulto

occidental (Jedrychowski y cols. 2012).
Finalmente, resefar que los alimentos modifican el pH de la orina (se acidifica

por el consumo de queso y carne y se basifica por el consumo de frutas y verduras),

y que tal efecto en un momento dado puede aumentar la agresion de la orina al
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epitelio y promover o facilitar procesos de carcinogénesis. Aun con todo, a dia de
hoy, la potencial relacion existente entre cancer de vejiga y dieta no es clara (Adami
y cols. 2008).

Mencion aparte merece la potencial relacidn existente entre el riesgo de
cancer vesical y el consumo de café y té. Desde que en 1971 se report6 la primera
asociacion entre el consumo de café y el cancer de vejiga, han sido humerosos los
estudios que han intentado comprobar este hecho. En general, la asociacion entre
ambas variables es débil (Adami y cols. 2008). Un grupo de trabajo de la IARC, en
1991, propuso al café como un posible carcin6geno para el caAncer humano de vejiga
urinaria. Tanto la cantidad como el tiempo de consumo parecen ser relevantes para
aumentar el riesgo. La principal dificultad a la hora de establecer relaciones claras
entre el consumo de café y el cancer de vejiga, viene dada por la asociacion tan
intima que existe entre los consumidores de este tipo de bebidas y el habito
tabaquico. En individuos no fumadores, aquellos con mayores niveles de consumos
de café parecen tener mayor riesgo de desarrollo de cancer vesical (Sala y cols.
2000; Zeegers y cols. 2001d). Respecto al té, las evidencias son todavia menores,
considerandose a dia de hoy que no existe asociacion alguna entre el consumo de
té y el cancer de vejiga (Michaud y cols. 1999a; Zeegers y cols. 2001d). Estudios
realizados en animales han mostrado que los compuestos antioxidantes del te,
principalmente los polifenoles del té verde, podrian ser protectores del cancer de

vejiga.

De forma similar, el consumo de alcohol y su relacion con el cancer vesical,
merece ser tratado en mayor profundidad. De manera general, las evidencias
epidemioldgicas actuales parecen indicar que no existe asociaciéon alguna entre el
consumo de alcohol y el cancer de vejiga (Adami y cols. 2008). Solo algunos
estudios han observado un aumento del riesgo de cancer de vejiga Unicamente entre
los hombres, sin que se haya reportado tendencia dosis-respuesta alguna (Zeegers

y cols. 2001e). Los resultados, en cualquier caso, son inconsistentes.
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Dado que la exposicion prolongada del epitelio vesical a los carcindbgenos
presentes en la orina parece afectar al desarrollo del cancer vesical, y que el
volumen de la orina asi como la frecuencia de miccion condicionan la concentracion
de carcindgenos en la orina, hemos de realizar algunos breves comentarios acerca
de la relevancia que la ingesta total de fluidos podria tener en el riesgo de cancer
vesical. En contra de lo pensado, algunos estudios han reportado que aquellos
individuos con mayores niveles de ingesta de liquidos presentan un ligero aumento
del riesgo de sufrir cancer de vejiga (Arsenault y cols. 1986; Michaud y cols. 1999a;
Geoffroy-Perez y cols. 2001). Sin embargo, otros estudios han encontrado un efecto
protector. Asi, Michaudy cols. describieron en un estudio de cohortes (poblacion
masculina norteamericana) que aquellos con ingestas superiores a 240 ml por
encima de la media del grupo, presentaban un descenso del riesgo del 7% (Michaud
y cols. 1999a) y que aquellos individuos con ingestas de liquidos superiores a los
2.531 ml al dia presentaban hasta un 49% menos de riesgo que aquellos que
ingerian menos de 1.290 ml de liquidos al dia (Michaud y cols. 1999a). El riesgo
también va asociado al tipo de agua consumida, siendo Unicamente la de abasto la
Unica que parece incrementar el riesgo de sufrir esta patologia (Villanueva y cols.
2006). El incremento del riesgo observado en algunos estudios puede ser explicado
por el tipo de bebida o por lo que se considera “alta ingesta de liquidos” para los

diversos estudios.

5.5. Variables antropométricas

No se han realizado estudios acerca del papel que las medidas
antropometricas puedan tener en el cancer de vejiga (Adami y cols. 2008). Solo se
ha estudiado la obesidad en relacién al prondstico, habiéndose observado que
aguellos pacientes con cancer de vejiga y obesidad tienen una peor supervivencia.
De hecho, la obesidad supone un importante factor de riesgo para el cancer, a la
que se atribuye entre el 14 y 20% de las muertes causadas por esta enfermedad
entre hombres y mujeres, respectivamente (Calle y cols. 2003). Sin embargo,
revisiones recientes apuntan la posibilidad de que la mayor altura pueda ser un

factor de riesgo para diferentes tipos de patologias tumorales (cancer colorrectal, de
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préstata, mama, sistema nervioso central, piel, endometrio, tiroides y tumores
hematopoyéticos) (Batty y cols. 2009). En este sentido, la potencial asociacion
positiva entre altura y riesgo de cancer podria ser consecuencia de mayores niveles
de hormonas anabdlicas como la Hormona del crecimiento (GH) o de sus principales
mediadores, los factores de crecimiento celular similares a la insulina (Insulin-like
Growth Factors; IGF). Hemos de resefiar aqui que niveles elevados de IGF se han
relacionado con el desarrollo de ciertos tipos de tumores, entre ellos el vesical
(Probst-Hensch y cols. 2003; Zhao y cols. 2003).

5.6. Factores de crecimiento celular mediadores de la accion de la hormona del

crecimiento: Insulin-like growth factor-1 (IGF-I)

Diferentes estudios epidemiol6gicos han mostrado un aumento del riesgo de
desarrollo de patologias tumorales en aquellos individuos con diabetes,
especialmente cancer de higado, colorectal, pancreatico, de mama, endometrio,
rinon y mieloma multiple (Vigneri y cols. 2009). Estudios recientes han reportado una
asociacion entre el riego de desarrollo de tumores y el uso de terapia insulinica
exégena (Currie y cols. 2009; Hemkens y cols. 2009). La asociacién entre la
obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) y el cancer se explica en parte por la
hiperinsulinemia secundaria a la resistencia insulinica y al incremento de los niveles

del principal factor de crecimiento insulinico (Insulin-like growth factor tipo 1; IGF-I).

En estados hiperinsulinicos, el incremento de los niveles de insulina en la
circulacion portal produce un aumento de la expresion del receptor de la hormona de
crecimiento (GHR), y por tanto, un aumento de la sefalizacion dependiente de este
receptor, como el incremento de la produccion hepatica de IGF-I (Baxter y cols.
1980). Altos niveles de IGF-I se han visto asociados a un aumento del riesgo de
desarrollo de cancer colorectal, cancer de mama en mujeres premenopausicas y
cancer de prostata (Chen y cols. 2009; Rinaldi y cols. 2010). Aquellos individuos con
niveles de IGF-I superiores a 100 ng/ml presentan un riesgo de muerte asociada a
cancer 1,82 veces superior a aquellos pacientes con niveles circulantes de IGF-I

inferiores. Ese riesgo aumentaba hasta 2,61 veces entre los individuos con niveles
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séricos de IGF-I superiores a 200 ng/ml, tras mas de 18 afios de seguimiento (Major
y cols. 2010). Altos niveles de IGF-I parecen estar asociados a un aumento del
riesgo de desarrollo de determinados tipos tumorales. Este hallazgo supone que
aguellos pacientes con resistencia insulinica pueden desarrollar cancer como
consecuencia del aumento de la produccion hepética de IGF-l. En modelos
animales, la deficiencia de IGF-l1 provocada por restriccion calérica, en ratones
deficientes de p53, disminuye la velocidad de crecimiento de cancer de vejiga. Es
mas, cepas de ratones transgénicos con deficiencia de IGF-I, presentaban una
disminucién del crecimiento y de las metastasis de adenocarcinoma coldnico
inducido por benzoantraceno (Dunn y cols. 1997; Wu y cols. 2002; Wu y cols.
2003b). Y lo que es mas interesante, la adicion de IGF-I en estos modelos animales
experimentales revierte el efecto protector que la deficiencia tenia inicialmente (Dunn
y cols. 1997; Wu y cols. 2002).

IGF-1 no solo aumenta la velocidad de crecimiento tumoral, también aumenta
la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la induccion de la
expresion del factor inducible de hipoxia-1 (HIF-1) (Fukuda y cols. 2002; Heron-
Milhavet y cols. 2002), conduciendo al desarrollo de neovascularizacién y metastasis
en modelos animales de cancer de colon con deficiencia de produccion de IGF-I
(Dunn y cols. 1997; Wu y cols. 2002). En las metastasis inducidas por IGF-I, parece
gue éste ejerce algun tipo de accion relacionada con la recolocacion de integrinas de
las células que van a migrar, tal y como se ha observado en células de cancer de
colon y de neuroblastoma (Meyer y cols. 2001; Canonici y cols. 2008). En modelos
animales de ratas con cancer prostatico hormono-dependiente, se ha observado que
existe un aumento intrinseco de la produccién de IGF-I por parte de las células
tumorales, lo que lleva a la regulacién propia por parte del tumor de su propio
crecimiento, con cierta independencia de los niveles de IGF-I existentes en el suero
(Wang y cols. 1998).

Algunos tipos tumorales aumentan los niveles de receptores de insulina (IR), y

en condiciones de hiperinsulinemia secundaria al aumento de la resistencia

insulinica secundaria a T2DM u obesidad, algunos tipos tumorales aumentan
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también la activacion de las vias de sefalizacion dependientes de IR (Papa y cols.
1990; Novosyadlyy y cols. 2010). Los estados hiperinsulinémicos aumentan los
niveles de IGF-1 biodisponible mediante la inhibicion directa e indirecta de las
proteinas que unen IGF-I: insulin-like growth factor binding proteins 1y 3 (IGFBP-1 e
IGFBP-3) (Frystyk y cols. 1995; Grinspoon y cols. 1995). La disminucion de los
niveles de IGFBP-1 y 3 provoca el aumento de los niveles circulantes de IGF-I que
interaccionara con su receptor (receptor para el factor de crecimiento insulinico; IGF-
1R) mediando las acciones celulares derivadas, asociadas fundamentalmente a un
incremento de la proliferacion celular y a una disminucién de la apoptosis (Figura 8).
Adicionalmente, muchos tipos tumorales sobreexpresan IGF-Il, que activa tanto a
IGF-1R como a IR. Por tanto, la accion compleja y combinada de IGF-I, IGF-II,
IGFBPs y los receptores IR e IGF-1R, sugieren una situacion celular compleja no del

todo conocida actualmente.

El IGF-1R aparece sobreexpresado en diferentes tipos tumorales. Algunos
estudios han demostrado que los niveles circulantes de IGF-I1 no se correlacionan
con la progresion tumoral, mientras que el incremento local de la produccion de IGF-
| por el tumor, asi como el incremento de la expresion de IGF-1R, son factores de
peor prondstico para los procesos cancerosos (Huang y cols. 2008).

A nivel clinico, en pacientes con cancer de mama, la sobreexpresion de IGF-
1R es frecuente y se asocia a la transformacion mamaria maligna (Surmacz 2000;
Jones y cols. 2009). Mas aun, el aumento de la expresiéon de IGF-1R condiciona el
pronéstico de la enfermedad y la respuesta a los tratamientos, en pacientes con

cancer ginecoldgico y de cabeza y cuello (Lloret y cols. 2007; Lara y cols. 2011).

Todos estos hallazgos han provocado un interés creciente en el desarrollo de
farmacos para bloguear a IGF-1R. También se estan desarrollando anticuerpos
contra IGF-I1 e IGF-ll, con resultados todavia contradictorios, debido a las
consecuencias derivadas sobre la activacion de otros receptores como el receptor

insulinico (IR) (Olmos y cols. 2010; Gao y cols. 2011).
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Figura 8. Sefializacién celular dependiente de la activacion de IGF-1R por parte de la insulina, IGF-I e

IGF-II (Gallagher y cols.)

El papel de IGF-I también ha sido analizado en el contexto del cancer vesical,
aunque con resultados contradictorios. La mayoria de los estudios hace referencia a
los niveles de expresion de IGF-1 o a polimorfismos en genes que codifican para la
proteina. Son muy pocos los estudios que exploran la asociacién de IGF-I circulante
en suero con el cancer vesical. Mahmoud y cols. estudi6 el papel del IGF-I circulante
como factor de riesgo de céncer vesical, en 51 pacientes y 45 controles de
nacionalidad egipcia. A pesar de que encontraron diferencias significativas respecto
a los niveles séricos de interleuquina-8, no observaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a IGF-I (Mahmoud y cols. 2010). Algo parecido habia sido
anteriormente reportado por otros autores. Asi, Serel y cols. concluyeron, en un
estudio realizado con 30 casos de cancer vesical y 30 controles, que los niveles
séricos de IGF-I no era un factor predictivo de este tipo de tumor (Serel y cols.
2003). Por su parte, Shariat y cols. llegaron a la misma conclusién en una cohorte de
pacientes compuesta por 51 pacientes y 44 controles (Shariat y cols. 2003). Sin
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embargo, otros autores si han publicado una asociacién positiva entre los niveles
séricos de IGF-I y este tipo tumoral. Zhao y cols. fueron los primeros en reportar que
los niveles séricos de IGF-I podrian ser un importante factor de riesgo para el cancer
vesical. El estudio estaba compuesto por 154 pacientes con cancer de vejiga y 154
controles. Los niveles séricos medios entre los casos fue de 175,8 ng/ml frente a los
153,2 ng/ml detectados entre la poblacion control (p < 0,01) (Zhao y cols. 2003). El
riesgo relativo asociado a este incremento se establecié en 3,10, con un intervalo de
confianza al 95% comprendido entre 1,43 y 6,70. El efecto se incrementaba cuando
se estudiaba el papel de IGF-I en combinacion con IGFBP-3 (Zhao y cols. 2003). De
forma similar, Xie y cols., en una cohorte con 88 casos de cancer de vejiga 'y 12
controles, observaron que la expresion de IGF-I era mayor entre los casos que entre
los controles (Xie y cols. 2004). Este efecto habia sido sugerido previamente por
Higuchi y cols., que publicaron un estudio en el que observaron un mayor riesgo de
sufrir tumores malignos (incluido el cancer vesical) entre hombres con acromegalia.
A pesar de que el estudio tenia un tamafio muestral pequefio (n = 44), los autores
concluyeron que IGF-I podria ser importante como factor de riesgo de desarrollo de

tumores (Higuchi y cols. 2000).

A dia de hoy, y aunque parece claro el papel que IGF-I tiene en el incremento
de la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptosis, asi como la asociacion
establecida con otros tipos tumorales, no se puede afirmar que niveles aumentados
de IGF-I puedan suponer un factor de riesgo para el cancer vesical, aunque los
estudios publicados a este respecto han sido realizados en cohortes de pacientes

con tamafios muestrales reducidos.

No obstante, parece que la expresién génica de IGF-I si se encuentra
asociada al riesgo de desarrollo de cancer vesical, asi como con el comportamiento
biologico de este tipo de tumores (Guo y cols. 2011). Guo y cols. han publicado
recientemente un pequefio grupo de genes, entre los que esta IGF-I, hTERT y
BLCA-4, que parece estar diferencialmente expresado en los tumores vesicales de
diferentes estadios, y Hursting y cols. han publicado un reciente trabajo en el que

sugieren que la sobreexpresion de IGF-I en el urotelio aumenta la sensibilidad de
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carcinoma de vejiga inducido por p-cresidina en modelos animales (Hursting y cols.
2009). En cualquier caso no son muchos los trabajos publicados a este respecto, por
lo que el papel de IGF-I, tanto a nivel sérico como genético, en relacion al cancer

vesical, sigue siendo un campo de debate controvertido.

Ademas se ha de tener en cuenta que, como ya se ha dicho en la introduccién
de esta tesis, la exposicion a sustancias quimicas (tabaco) y/o alimentos (café)
parecen ser factores relevantes a la hora de evaluar el riesgo de cancer vesical. De
forma similar, los niveles de IGF se ven altamente influenciados por factores
dietéticos (Baibas y cols. 2003) y por la exposicién a contaminantes ambientales
(Tomei y cols. 2004; Boada y cols. 2007; Zumbado y cols. 2010). Todo lo comentado
anteriormente llevo a que en este trabajo se estudiara la potencial relacion existente

entre los niveles de IGF-l y el riesgo de cancer vesical.

5.7. Ocupacion laboral

Tras el tabaco, el desarrollo de determinadas profesiones que implican
exposicién a contaminantes se ha constituido como el segundo factor de riesgo mas

importante para el cancer de vejiga, tanto en hombres como en mujeres.

En cualquier caso, y dada la estrecha relacion existente entre el ejercicio de
ciertas profesiones que implican la exposicion a sustancias quimicas y el cancer de
vejiga, se ha de resefiar que la relacidbn entre exposicibn a agentes quimicos y
cancer comenzo en el siglo XVIII cuando Sir Percibal Pott, un cirujano inglés,
descubrié una prevalencia anormalmente elevada entre los deshollinadores de cierta
edad, de un tipo de tumor maligno en los genitales, que no se daba en otros
pacientes que acudian a su consulta. Un siglo mas tarde, se describieron tumores
similares en trabajadores escoceses que se dedicaban a la produccion de parafinas
a partir de aceite, y a principios del siglo XX, se mostré que el contacto continuado
con aceites y alquitranes a través de la piel conducia a cancer de piel en algunos
grupos de poblacién. Todo ello apuntaba claramente como causa a derivados del

petréleo y el carbon, pero los primeros intentos de inducir tumores en ratas y perros
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dieron resultados negativos. Hubo que esperar hasta 1915 para que los patdlogos
japoneses Yamagawa e Ichikawa (1918) dejaran bien establecido, esta vez
aplicando el producto en orejas de conejo, que el alquitran inducia cancer de piel. A
principios del siglo XX algunos investigadores estaban convencidos que los efectos
del alquitran de hulla no estaban tan relacionados con una agresion de tipo
mecanico sino con una de tipo quimico. Los primeros hidrocarburos obtenidos
quimicamente puros fueron el benzo(a)antraceno y mas tarde el
dibenzo(a,h)antraceno que fue el primero en en el que se demostré capacidad
carcinogénica. En 1933, Cook, Hewett y Hieger aislaron a partir de dos toneladas de
alquitran el principal componente carcinogénico, el benzo(a)pireno, responsable del
poder carcinogénico del alquitran de hulla. Otros investigadores, como Kennaway,
hallaron que se podian obtener compuestos carcind6genos similares sometiendo a
altas temperaturas y pirélisis no solo el petréleo, sino también el isopreno y el
acetileno, asi como el colesterol, las levaduras o el musculo de los animales.
Muchos otros hidrocarburos han sido actualmente caracterizados y varios son
carcinogénicos cuando han sido probados como compuestos puros en animales de
laboratorio. Algunos de estos compuestos, como el benzo(a)antraceno se encuadran
en el grupo de los denominados hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) que

seran ampliamente comentados en esta Tesis Doctoral.

Los estudios realizados en las décadas de 1980 y 1990 han concluido que
algunas profesiones son responsables de un aumento del riesgo de cancer de vejiga
de entre el 4 y el 10% entre los hombres, y algo menor entre las mujeres (Mannetje y
cols. 1999; Kogevinas y cols. 2003). Las asociaciones mas fuertes se relacionan con
la exposicion laboral a aminas aromaticas, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHSs) y gasolinas de motor. Asi, las profesiones de pintor, maquinista, mecanico,
trabajadores de la industria metallrgica, industria textil, industria del cuero y
fabricantes de calzado, peluqueros, tintoreros y transportistas se han relacionado
con un mayor riesgo de cancer de vejiga (Adami y cols. 2008). No obstante, los
resultados que asocian estas profesiones con esta patologia deben tomarse con
precaucion, ya que pueden ser debido a exposiciones pasadas a sustancias

actualmente prohibidas. Asi, el riesgo cambia sustancialmente entre aquellos
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trabajadores de estas areas antes y después de la década de 1950 (Kogevinas y
cols. 2003).

La asociacion entre las aminas aromaticas y el cancer de vejiga parece estar
establecida y comprobada por numerosos estudios durante décadas (Case y cols.
1993; Vineis y cols. 1997; Kogevinas y cols. 1998; Veys 2004), oscilando el aumento
del riesgo entre 6 y 90 veces segun el estudio. Este tipo de sustancias estan
presentes en la industria de los colorantes y del plastico, y en menor medida en
otras profesiones como la produccion de aluminio, peluqueria (tintes), pintor o

fabricantes de zapatos.

Algunos estudios han identificado la presencia de pequefias cantidades de
aminas carcinogeénicas (similares a carcindgenos urinarios conocidos) en los tintes
usados en peluqueria (Turesky y cols. 2003). Este hecho no se debe despreciar ya
que mas de un tercio de las mujeres mayores de 18 afios de los paises
desarrollados usan este tipo de productos. Aunque hay algunos estudios que han
reportado un aumento del riesgo de cancer de vejiga entre los usuarios y
profesionales de este tipo de sustancias y esta patologia (Gago-Dominguez y cols.
2001; Takkouche y cols. 2005), otros no han reproducido esos resultados (Hartge y

cols. 1982; Henley y cols. 2001; Kogevinas y cols. 2006).

Otras profesiones se han relacionado a un mayor riesgo de esta patologia.
Entre ellas cabe destacar la profesion de agricultor. A pesar de que numerosos
estudios han tratado de evaluar la potencial relacion entre la dedicacion a la
agricultura y el riesgo de cancer vesical, tal relacion no estad suficientemente
establecida, encontrandose tanto estudios que indican que tal actividad profesional
puede disminuir el riesgo, como estudios que concluyen que la profesién de
agricultor debe ser considerada como un factor de riesgo de cancer vesical (Tabla
1).

En cualquier caso, se deben tener en cuenta las peculiaridades de la actividad

agricola desarrollada en nuestras Islas, con un elevado numero de hectareas
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dedicadas a agricultura intensiva. Este tipo de agricultura requiere un uso masivo de
productos quimicos (plaguicidas), lo que conlleva una elevada exposiciéon a los
mismos en el ambiente laboral pero también una elevada contaminaciéon ambiental
que puede afectar al conjunto de la poblacién. Estas circunstancias ha obligado a
incluir en nuestro estudio un analisis pormenorizado sobre la potencial relacion
existente entre la profesion de agricultor, la exposicion a plaguicidas y el riesgo de

cancer vesical.

Dada la relevancia de la “profesion” como potencial factor de riesgo para el
desarrollo de céncer vesical, tal variable fue ampliamente tenida en cuenta en

nuestro estudio.

Tabla 1. Estudios epidemiolégicos que han analizado la relacion entre Cancer

Vesical y exposicion laboral (agricultura)

AUTOR, ANO LUGAR ASOCIACION Observaciones

Aumenta el riesgo

(Kabat y cols. 1986) EEUU OR: 9,7* NO FUMADORES
(la Vecchia y cols. 1990a) Italia OR: 4,1** HERBICIDAS
(Burmeister 1981) EEUU SMR: 1,14**

(Viel y cols. 1995) Italia OR: 1,14 (1,10-1,24)*

Disminuye el riesgo

(Lundsberg y cols. 1997) EEUU OR: 0,88 (0,56-0,90)*

(Vagero y cols. 1986) Suiza SIR: 0,64 (0,59-0,69)*

(Stubbs y cols. 1984) EEUU PCMR: 0,60*

(Forastiere y cols. 1993) Italia OR: 0,58 (0,38-0,90)* FERTILIZANTES
(Wiklund y cols. 1986) Suecia OR: 0,49 (0,23-0,78)*

(Rafnsson y cols. 1988) Islandia NR

(Spinelli y cols. 1990) UK OR: 1,7 (1,1-2,6)

Abreviaturas: OR: Odds ratio; SIR: Ratio de Incidencia Estandarizada; PCMR: Ratio de Mortalidad

proporcional por cancer; SMR: Ratio de Mortalidad Estandarizada; NR, no reportado. * p<0,05 **p<0,01.
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5.8. Exposicién a contaminantes a través del ambiente laboral y/o tabaco y/o
dieta: hidrocarburos aromaéaticos policiclicos ( PAHSs)

En los apartados anteriores ha quedado claramente establecida la relevancia
de los derivados de hidrocarburos, especialmente los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (policyclic aromatic hydrocarbons, PAHs), como potencial factor de
riesgo de cancer vesical. Por ello se introdujo en esta Tesis Doctoral la evaluacion
de la exposicion a estos compuestos mediante la cuantificacion directa de sus
niveles en muestras de sangre de los casos y controles incluidos en nuestro estudio.
Este es uno de los pocos trabajos en que la exposicion a PAHs se evalla de forma
directa mediante cuantificacion en sangre, ya que en general se realiza una
evaluacion indirecta de la exposicion a través de encuestas o cuantificacion en orina

de metabolitos.

Los PAHs son un grupo de sustancias compuestas por dos o mas anillos
aromaticos unidos (Figura 9) que se generan cuando materia organica que contiene
carbono e hidrégeno es expuesta a temperaturas superiores a 700° C, lo que ocurre
frecuentemente en procesos piroliticos y de combustiéon incompleta. La mayoria de
los PAHs vertidos al medio ambiente lo son a la atmésfera, tanto en el caso de las
emisiones naturales como de las antropogénicas, siendo estas Ultimas,
predominantes. Los PAHs en la atmdésfera estan asociados principalmente con
particulas, pero también se encuentran compuestos en fase gaseosa. Las
principales fuentes naturales de PAHs a la atmosfera son los incendios forestales y
los volcanes (WHO 2003).
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Figura 9. Estructura quimica de algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos. A, benzo(a)pireno; B,

benzo(b)fluoranteno; C, benzo(k)fluoranteno; D, benzo(g,h,i)perileno.

Las principales fuentes antropogénicas son:

Tréfico, el transporte por carretera, asi como de otro tipo de vehiculos a motor
gue usen combustibles fosiles, representa una importante fuente de emision
de PAHs ya que ademas de los constituyentes de éstos, las temperaturas de
un motor de combustion son lo suficientemente altas para convertir una
fracciobn del combustible en PAHs via pirdlisis. Se ha estimado que los
vehiculos de motor representan mas de 1/3 del total de emisiones de PAHs a
la atmoésfera en los Estados Unidos. Debido al trafico rodado, y como
consecuencia del desgaste de los neumaticos, el polvo de la carretera
también es una fuente adicional de PAHs (Van Metre 2000).

Plantas de produccion de aluminio: representan un proceso industrial

histéricamente asociado con emisiones y vertidos de PAHs (Naes 1997) .
Industria del hierro y acero: las emisiones proceden fundamentalmente de los

procesos térmicos que usan carbén y coque. Los PAHs formados en los

procesos de combustion dependen de varios factores, como tipo de
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combustible, proceso de manufactura o los dispositivos utilizados para el
control de las emisiones. En la literatura, se han descrito relaciones entre
ciertos componentes que resultan Utiles para distinguir entre las diferentes
fuentes. Asi, por ejemplo, el benzo(a)pireno es usado como PAH de
referencia debido a su estabilidad quimica y su presencia asociada casi
exclusivamente a particulas (Daisey y cols. 1986).

Plantas de generacion de energia: Muchas plantas de generacion de calor y
electricidad (centrales térmicas) queman combustibles fésiles y producen
como subproductos residuos liquidos, sélidos y gaseosos que son ricos en
PAHSs. Estas fuentes, liberan PAHs al medio ambiente por la formacion de
éstos durante el proceso industrial o bien a través de la pir6lisis de los
combustibles mencionados para producir energia. Estos PAHs no se
degradan en la atmoésfera, sino que son adsorbidos sobre las particulas
suspendidas en el aire, entrando en los medios acuaticos y terrestres por

deposicion atmosférica (Calvo-Revuelta y cols. 1999).

Incineradoras de residuos industriales y municipales: La incineracion es una
valiosa forma de eliminar y reducir residuos pero el principal inconveniente de
este proceso es la emision de compuestos toxicos, incluyendo los PAHs. Se
han descrito en la literatura concentraciones entre cientos y miles de
microgramos de PAHSs por kilogramo de cenizas, sin embargo hay diferencias
importantes entre los diferentes PAHS a considerar.

Combustion doméstica: esta bien documentado que la combustion de sélidos,
especialmente madera y otro tipo de biomasa, en hornos pequefios y plantas
de combustion de tamafio medio, ocasionan emisiones relativamente altas de
estos compuestos, debido a las deficientes condiciones de combustion en

instalaciones anticuadas.

Madera tratada con creosota: que es el nombre usado para describir una

mezcla de unos 200 compuestos quimicos, la mayoria de los cuales son
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hidrocarburos aromaticos. En zonas de clima templado y calido, las emisiones
de PAHs procedentes del tratamiento de la madera con creosota y alquitran
pueden ser significativas, de hecho Espafia censé en el afio 2000, hasta
53.000 m*® de madera creosotada. Durante afios, esta sustancia ha sido
utiizada como agente de impermeabilizacion en hogares, traviesas de
ferrocarril, postes del tendido eléctrico y telefénico, cercas etc., sin embargo,
Su uso se ha visto reducido con la entrada en vigor de la Directiva 2001/90/CE
y Su transposicion a la legislacion espafiola, por la cual no puede usarse para

el tratamiento de la madera.

- Pintura de barcos, astilleros y estructuras marinas sumergidas: se ha
identificado como fuente de PAHs en ciertas areas, las pinturas de barco
basadas en preparaciones de brea, a pesar de que en muchos paises
europeos se han dejado de usar este tipo de sistemas y en otros sélo se

puede usar en determinadas condiciones.

- Material dragado: durante el dragado de sedimentos contaminados, los
contaminantes se movilizan y pueden pasar de nuevo a la columna de agua y

a la biota.

- Plataformas petroliferas en mar abierto: el agua que producen estas

instalaciones contiene PAHSs y naftalenos.

- Navegacion y vertidos accidentales de petréleo: que son consecuencia
inevitable del transporte de crudo de petrdleo y productos petroliferos
refinados por el mar. Aunque el nimero de vertidos importantes ocurridos
cada aflo ha descendido desde la década de los 70, vertidos y descargas
operacionales constituyen una importante entrada de hidrocarburos al medio

maurino.

De entre todos los PAHs conocidos, la Agencia para Sustancias Toéxicas y el

Registro de Enfermedades (ATSDR) selecciond 16 de ellos por ser considerados los
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mas peligrosos y exhibir los efectos mas representativos de los PAHs. Ademas, por
su alta presencia en el medioambiente, existe una mayor posibilidad de estar
expuesto a alguna de estas 16 sustancias (ATSDR 1995). Los 16 PAHSs prioritarios
son: acenaftileno, acenafteno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-c,d)pireno, naftaleno,
fenantreno y pireno. Todos ellos, con sus diferencias fisico-quimicas, son
considerados lipofilicos (Douben Peter 2003). No obstante, a pesar de su caracter
lipofilico, su vida media en el medio ambiente es corta. Se tienen algunos datos de
tiempo de vida media de los PAHs basados en experimentos en laboratorio, en los
cuales se han simulado las condiciones atmosféricas. Estos tiempos oscilan entre
las 0,15 horas del antraceno y las 21,10 horas del benzo(a)pireno. Se estima que en
el aire los PAHs se asocian a particulas de hollin, las cuales tienen tiempos de
residencia de semanas y estan sujetas al transporte a grandes distancias (Ravindra
y cols. 2008). No obstante, su caracter lipofilico propicia la entrada de estas
sustancias a diferentes compartimentos de la biosfera, donde son capaces de
persistir durante periodos muy largos de tiempo, motivo por el cual se considera a
los PAHs contaminantes téxicos persistentes.

Los PAHs se absorben por cualquiera de sus vias de exposicion, y debido a
su capacidad lipofilica, se facilita su paso a través de las membranas celulares.
Estos compuestos son metabolizados principalmente en el higado y pulmones
mediante la activacion enzimatica de las isoenzimas CYP1Al y CYP1B1 del
citocromo P-450 responsables de las activacion metabdlica de los PAHs para la
formacion de derivados epodxidos, que una vez formados pueden ser transformados
a dihidrodioles y posteriormente a dioles-epoxidos, o transformarse a fenoles en una
reaccion catalizada por la enzima epoxido hidrolasa. Los fenoles a su vez son
transformados a quinonas Yy dioles-fenol, que posteriormente reaccionan
covalentemente con las moléculas de glutation y sulfatos mediante reacciones
enzimaticas con glutation-s-transferasa y sulfatasas, formando asi complejos
organicos glucurénidos o sulfénicos que son eliminados del organismo a través de

heces y orina (Shimada y cols. 1999; Misaki y cols. 2007; Ruan y cols. 2007).
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Al ser compuestos toxicos, persistentes, hidrofébicos y que se acumulan en la
biota (Meador y cols. 1995) el ser humano puede estar expuesto a ellos por via
dérmica, inhalatoria u oral. A dia de hoy se consideran los siguientes mecanismos

de accion de los PAHSs:

a) Conversion metabdlica a intermediarios reactivos electrofilicos que pueden unir
covalentemente blancos nucleofilicos en el ADN, ARN y proteinas, por lo que,
ademas de formar aductos en el ADN e inducir mutaciones y eventualmente
tumores, los metabolitos reactivos pueden reaccionar con otras células blanco e
interferir con la transcripcion, replicacion del ADN vy la sintesis de proteinas.
Asimismo, ciertos metabolitos de los PAHs pueden inducir procesos inflamatorios
(Bostrom y cols. 2002).

b) Alta afinidad por el aryl hydrocarbon receptor (AhR), y la subsecuente sobre-
regulacion transcripcional de una bateria de genes involucrados en la
biotransformacion, crecimiento y diferenciacion celular. La estimulacién del
crecimiento parece ser el principal componente de promocion en la carcinogénesis

quimica mediada por algunos PAHs (Bostrom y cols. 2002).

c) Efecto inhibitorio sobre la comunicacion intercelular (Bostrom y cols. 2002).

Como consecuencia de la existencia de mas de 100 PAHs diferentes y de un
escaso conocimiento de sus potenciales mecanismos de accion los efectos sobre la

salud de los PAHSs individuales son limitados y dispares.

Algunos autores han sugerido una asociacion entre los niveles de exposicion
a estas sustancias y el desarrollo cognitivo en nifios. El riesgo de presentar déficits
en el lenguaje, la lectura y las matematicas en los primeros afios escolares es mayor

entre los nifios mas intensamente expuestos (Perera y cols. 2006).
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A nivel inmunoldgico, esta descrito que la exposicién a altas concentraciones
atmosféricas de benzo(a)pireno (0,5 mg/m®) reduce los niveles de las
inmunoglobulinas séricas 1gG, IgA e IgM. En un estudio realizado en nifios
residentes en Estados Unidos que estuvieron expuestos en la etapa prenatal a
concentraciones de 0,49-34,48 ng/m® de ocho PAHs diferentes, asocian estos
niveles de exposicion un aumento del riesgo del desarrollo de asma (Perera y cols.
2006).

Como ya se ha dicho, presentan ciertos efectos genotdxicos, esto es,
incremento de mutaciones en linfocitos periféricos y formacion de aductos en el ADN
(Schoket 1999; Tang Yy cols. 2006). Algunos PAHs son carcinégenos
transplacentarios en bioensayos experimentales, por lo que producen tumores en
higado, pulmén, tejido linfatico y sistema nervioso. El numero de aductos
encontrados en madres e hijos expuestos a altas concentraciones de PAHs es
mayor; y el peso al nacimiento, asi como el didmetro de la cabeza de los nifios con
mayores niveles de exposicion es significativamente menor (Choi y cols. 2006; Tang
y cols. 2006). También se han reportado asociaciones entre el dafio al ADN y la
reduccion del crecimiento fetal (Choi y cols. 2006). Segun la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (International Agency for Research on Cancer;
IARC), a dia de hoy, hay evidencia suficiente de que algunos PAHs son agentes que
pueden relacionarse con el cancer de pulmoén, vejiga y piel (Armstrong y cols. 2004,
Ruan y cols. 2007).

Los ocho PAHs que han sido considerados tipicamente como posibles o
probables carcin6genos son: benzo(a)antraceno, cryseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno e indeno(1,2,3-c,d)pireno (Menzie y cols. 1992).
Aunque no existen datos en humanos para cada uno de los PAHs, la IARC ha

reevaluado los efectos carcinogénicos de estos compuestos (IARC 2002).
De acuerdo a la Ultima lista de agentes evaluados por la IARC, el

benzo(a)pireno se encuentra clasificado como grupo 1, esto es: carcinogénico para

el hombre. Esta categoria se aplica cuando existen pruebas suficientes de
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carcinogenicidad en humanos o excepcionalmente, como es en este caso, si las
pruebas en humanos no son suficientes pero si lo son en animales de
experimentacion y existen pruebas contundentes en humanos expuestos de que el
agente actua mediante mecanismos relevantes para la carcinogenicidad. Dentro del
grupo 2A (probablemente carcinogénico para el hombre) se encuentra el
dibenzo(a,h)antraceno. Esta categoria se usa cuando existen pruebas limitadas de
la carcinogenicidad en humanos y pruebas suficientes en experimentacion animal.
Por ultimo benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno y el naftaleno se encuentran clasificados como dentro del
grupo 2B, (posiblemente carcinogénicos en humanos). Esta categoria incluye
compuestos para los que existen pruebas limitadas de carcinogenicidad en humanos
y pruebas insuficientes de carcinogenicidad en experimentacion animal. Existen
otras agencias de clasificacion de sustancias segun sus efectos carcinogénicos, sin
embargo, en esta tesis Doctoral, se hace referencia a lo reportado por la IARC
(Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de distintos PAHs respecto a su

carcinogenicidad

PAH Carcinogenicidad IARC
(Grupo)

Naftaleno 2B

Acenafteno 3

Acenaftileno -

Fluoreno 3
Fenantreno 3
Antraceno 3
Fluoranteno 3
Pireno 3
Benzo(a)antraceno 2B
Criseno 2B
Benzo(a)pireno 3
Benzo(b)fluoranteno 2B
Benzo(k)fluoranteno 2B
Benzo(a)pireno

Benzo(g,h,i)perileno 3
Dibenzo(a,h)antraceno 2A
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 2B

IARC: International Agency for Research on Cancer.

5.9. Exposicién a contaminantes de origen industrial a través del ambiente

laboral y/o tabaco y/o dieta: bifenilos policlorados (PCBS)

Debido a la mayor incidencia de cancer vesical en poblacién urbana y fumadora,
se decidio incluir en este trabajo la cuantificacion de los niveles de contaminantes de
origen industrial potencialmente carcinogénicos, como son los bifenilos policlorados, ya
gue es precisamente la poblacion fumadora, de habitat urbano y de mayor edad la que
presenta mayores niveles de estos contaminantes toxicos persistentes (CTPS) en la
poblacion canaria (Henriquez-Hernandez y cols. 2011a)
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Los PCBs se incluyen en el gran grupo de contaminantes englobados bajo el
nombre genérico de “dioxinas y compuestos analogos”. Este grupo engloba a un grupo
de sustancias quimicas complejas que se caracterizan por tener varios aspectos en
comun, entre ellos, contener cloro en sus moléculas y una alta liposolubilidad, lo que las
convierte en sustancias estructural, ambiental y biol6gicamente persistentes, ademas
de acumularse y biomagnificarse a lo largo de la cadena tréfica (Van den Berg y cols.
1998; Van den Berg y cols. 2006). Ademas, las dioxinas y analogos son sustancias
ampliamente conocidas por su potente capacidad carcinogénica, estando incluidas en el

Grupo | de sustancias de la IARC.

Los PCBs son una serie de compuestos organoclorados, que constituyen una serie
de 209 congéneres, los cuales se forman mediante la cloracion de diferentes posiciones
del bifenilo, 10 en total. Cada posicion puede ser sustituida por un atomo de cloro. Si las
posiciones 2, 2, 6 y 6’ no tienen ningun cloro los bifenilos se mantienen coplanares,
hablando por tanto de PCBs coplanares o no-orto. Si tenemos una posicion sustituida
en cada lado, son PCBs mono-orto sustituidos, y el resto son los PCBs no coplanares.
Su férmula empirica es C12H10-nCIn, donde n puede variar entre 1 y 10, siendo
mayoritarios los congéneres con 2 a 7 cloros (Figura 10).

Las propiedades fisicoquimicas de estos compuestos también dependen del grado
de cloracion y de si son no-orto, mono-orto 0 no coplanares. El periodo de semivida
puede variar desde 10 dias a un afio y medio; por lo general estos compuestos son
termoestables, no se degradan con la luz y son dificiimente biodegradables. Son
ligeramente solubles en agua y muy liposolubles, por lo que se disuelven, en su mayor
parte, en disolventes organicos (Headrick y cols. 1999; Huwe 2002; Schecter y cols.
2006).
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Figura 10. Esquema general de la estructura quimica de los bifenilos policlorados (PCBs).

A diferencia de las dioxinas, que aparecen como subproductos indeseables, los
PCBs fueron intencionadamente fabricados. Fueron sintetizados por primera vez en
1881 por Schmidt y Schultz. Sin embargo, su produccién comercial para una gran
variedad de aplicaciones, comenz6 mayoritariamente por la compafia Monsanto en los
Estados Unidos en 1929 y se extendio hasta 1977 (Headrick y cols. 1999). Debido a sus
caracteristicas fisico-quimicas fueron utilizados para una gran variedad de usos; en
sistemas cerrados tales como transformadores eléctricos, condensadores y sistemas de
traspaso térmico (en todos ellos como retardantes de llama para evitar el incendio de
dichos aparatos), asi como también, en sistemas hidraulicos. Fueron utilizados en
formulaciones de pinturas, polimeros, pegamentos, lubricantes, plastificantes,
formulaciones de plaguicidas y como agentes para la suspension de pigmentos en el
papel de copia sin carbon (Safe 1990; Headrick y cols. 1999). Entre 1930 y 1977, se
fabricaron alrededor de 2 millones de toneladas de PCBs (Kimbrough 1987; Safe 1990;
Kimbrough 1995). Su fabricacion esta prohibida desde 1977 en Estados Unidos y desde
entonces se fueron prohibiendo en todos los paises en donde se fabricaba, siendo
Alemania el Ultimo pais en dejar de fabricarlos, en 1983 (Schecter y cols. 2006). Sin
embargo, se estima que de los dos millones de toneladas que se fabricaron, un 31%, es
decir 370.000 toneladas, todavia estan presentes en el medioambiente global, donde
aun no han sufrido degradacién. Ademas, se estima que unas 780.000 toneladas mas

siguen funcionando hoy dia en equipos eléctricos antiguos.
Las dioxinas (polichlorodibenzodioxins; PCDDs) son un grupo amplio y

estructuralmente relacionado de hidrocarburos aromaticos clorados (Institute of
Medicine (U.S.). Committee on the Implications of Dioxin in the Food Supply. y cols.
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2003). Tedricamente existen 210 congéneres posibles dentro de este grupo. Existen 75
PCDDs, formadas por dos anillos de benceno unidos a su vez por dos atomos de
oxigeno y en su molécula pueden contener de cuatro a ocho atomos de cloro. Se trata
de microcontaminantes de origen antropogénico ampliamente distribuidos en el medio
ambiente. No tienen uso alguno, pero se forman espontaneamente en multitud de
procesos industriales, como la manufactura de ciertos productos quimicos, procesos
industriales como la fabricacion de PVC, la incineracion de residuos solidos urbanos o el
blanqueo de la pulpa de madera en la fabricacion de papel (Safe 1990). Una de las
fuentes industriales importantes de dioxinas son o han sido la fabricacion industrial de
PCBs y otros compuestos quimicos (Huwe 2002). Se han identificado otras muchas
fuentes de emision de dioxinas: sistemas de calefaccion caseros que utilizan madera y
carbon, motores diesel, incendios de bosques, hierbas y desechos agricolas. La
Agencia de Proteccion Medioambiental Norteamericana (Environmental Protection
Agency; EPA), ha estimado que las emisiones anuales de dioxinas disminuyeron en
casi un 50% entre 1987 y 1995 debido, sobre todo, a las mejoras en el funcionamiento
de incineradores o a la retirada de aquellos que no podian cumplir con los estandares
de emisidn, entre otras regulaciones (Schecter y cols. 2006). Las dioxinas son
sustancias quimicamente muy estables y resistentes a la degradacion (tanto quimica

como bacteriana) y, por lo tanto, persistentes en el medioambiente.

El prototipo de dioxina esta representado por el congénere mas toxico de todos, la
2,3,7,8 tetraclorodibenzodioxina (TCDD) (Figura 11).

Cl
0 ~ Cl

O O

cl o cl

Figura 11. Estructura quimica de la 2,3,7,8 tetraclorodibenzodioxina (TCDD).

El mecanismo de accion mejor conocido y estudiado de las dioxinas y compuestos
analogos (PCBs) es el que estd mediado principalmente por su capacidad de unirse al
receptor de aril hidrocarburos (AhR), del que son agonistas, induciendo la sintesis de
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proteinas. El AhR es un factor de transcripcion activado por uniéon de ligando que esta
implicado en la regulacion de varios de genes, incluyendo muchos que codifican para
enzimas que desempefian un papel importante en el metabolismo de las sustancias
toxicas, asi como en genes implicados en la regulacion del crecimiento y la
diferenciacion celular (Denison y cols. 2002; Hahn 2002; Denison y cols. 2003; Mandal
2005). La toxicidad de congéneres individuales se relaciona altamente con la afinidad
con la que estos compuestos se unen al AhR, siendo mas toxicos los congéneres que

se unen con mayor afinidad al receptor (Okey y cols. 1994).

En ausencia de ligando, el AhR estd como complejo soluble multiproteico en el
citoplasma celular. Cuando una dioxina 0 compuesto analogo (PCB) atraviesa la
membrana plasmatica, se une al AhR, y el complejo ligando-AhR experimenta un
cambio conformacional, se trasloca al nucleo y activa la transcripcion de una serie de
genes. Entre los mejor conocidos estan los que codifican para las enzimas de la
subfamilia CYP1A1 del citocromo P450 (Denison y cols. 2002; Denison y cols. 2003).
Se piensa, que la modulacion continua e inadecuada de la expresion de estos genes es
la responsable de una serie de cambios bioquimicos, celulares y de los tejidos que dan
lugar a parte de los efectos toxicos de estos compuestos (Mandal 2005).

La toxicidad de los diferentes congéneres de PCBs difiere considerablemente entre
si. Como ya se ha dicho, de todas las dioxinas, es la tetraclorodibenzodioxina (TCDD) la
mas todxica (presenta atomos de cloro en las 4 posiciones) (Ahlborg 1993). Por su parte,
los PCBs coplanares y los mono-orto sustituidos (12 congéneres) son los que tienen
mayor importancia medioambiental y toxicolégica debido a que su toxicidad puede ser
asimilada a la de las dioxinas, posiblemente debido a la coplanaridad de la molécula
(Headrick y cols. 1999; Huwe 2002; Schecter y cols. 2006), y son los qgue denominamos
“compuestos analogos a las dioxinas” (dioxin-like PCBs; DL-PCBSs) ya que su estructura

y conformacion coplanar les permite unirse al AhR.
Se considera a las dioxinas y DL-PCBs entre las sustancias organicas mas

toxicas que existen. La exposicion cronica a estas sustancias estd relacionada con

varios tipos de cancer. La TCDD ha sido catalogado por la Agencia Internacional para la
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Investigacion del Cancer (IARC) dentro del grupo 1: “carcinégenos para el ser humano”.
No obstante, segun la misma IARC, la TCDD no es un carcindgeno directo, es decir no
afecta directamente al material genético, y se considera que existe un nivel de

exposicion por debajo del cual el riesgo de que produzca cancer es despreciable.

Si bien, en general, las dioxinas son considerablemente mas toxicas que los
DL-PCBs, las cantidades de estos ultimos que se liberan y han liberado al
medioambiente son varias veces mayores Yy, por lo tanto, se encuentran
habitualmente a concentraciones muy superiores que las dioxinas en los alimentos y
en el medio ambiente (Safe 2005). Por ello, y dada la elevada cantidad de muestra
de suero necesaria para proceder a la cuantificacion de dioxinas, en la presente
Tesis Doctoral se procedio a realizar unicamente la cuantificacion de los niveles de

contaminacion por PCBs, incluyendo los 12 DL-PCBs.

5.10. Exposicion a contaminantes de origen agricola a través del ambiente

laboral y/o dieta: plaguicidas organoclorados (OCs)

Dado que la poblacion de agricultor se ha relacionado con un mayor riesgo de
cancer vesical se decidid incluir en este trabajo la cuantificacion de los niveles de
plaguicidas en los sujetos incluidos en el estudio. Debido a la elevada edad de los
individuos estudiados (o que hace posible que se hayan visto expuestos a plaguicidas
ya prohibidos pero muy empleados en el pasado) se decidié evaluar el nivel de
exposicion a plaguicidas organoclorados ya que son potencialmente carcinogénicos y
Su concentracion se incrementa cuando aumenta la edad (Zumbado y cols. 2005). Tal y
como ocurria con los PAHs y los PCBs, los OCs son también considerados

contaminantes toxicos persistentes (CTPS).

Bajo el nombre de OCs, se agrupa un numero considerable de compuestos
sintéticos cuya estructura quimica, en general, corresponde a la de los hidrocarburos
clorados, aunque, ademas de cloro, algunos de ellos poseen oxigeno o azufre o
ambos elementos en su estructura. Los compuestos organoclorados fueron los

primeros insecticidas organicos utilizados a gran escala. Entre sus propiedades
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destacan su reducida volatilidad, alta estabilidad quimica y solubilidad en lipidos,
lenta biotransformacion y degradacion en el medio ambiente, asi como una notable
resistencia al ataque de los microorganismos (Matsumoto y cols. 2009). Estas
propiedades, que les hacian enormemente atractivos, son también las que en ultima
instancia han provocado su prohibicion en numerosos paises, pues constituyen el
fundamento de los problemas que plantean al medio ambiente: persistencia,
bioacumulacién y biomagnificacion en seres vivos (animales y humanos), transporte
de largo alcance y toxicidad; caracteristicas propias y comunes a todos los
contaminantes toxicos persistentes (CTPs) y que han llevado a la prohibiciéon de la
mayoria de estos plaguicidas en los paises desarrollados y a la regulacion de su uso
y fabricacion por Agencias Internacionales, como la Agencia para la Proteccion del
Medio Ambiente de la Organizacibn de Naciones Unidas (United Nations

Environmental Program; UNEP).

El mas conocido de los OCs es el diclorodifenil tricloroetano (DDT) cuya

estructura se muestra en la figura 12.
Hay que destacar, que las restricciones impuestas en el uso de los OCs se
han traducido en un marcado descenso en la concentracibn media de estos

plaguicidas en tejidos humanos, como pone de manifiesto el caso del DDT. En la

década de 1960, la concentracidon media en tejido adiposo en los habitantes de

Cl
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Figura 12. Estructura quimica del Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT).
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Estados Unidos era de 5 ppm, mientras que en 1990 se encontraba ya a niveles
unas 100 veces inferiores. Sin embargo, estudios recientes realizados en nuestro
pais demuestran que, 35 afios después de su prohibicién, ain es posible medir su
principal metabolito, el DDE, en la sangre de la practica totalidad de los individuos
adultos sanos, y el DDT en cerca del 30% de la poblacion (Zumbado y cols. 2005;
Luzardo y cols. 2006; Jakszyn y cols. 2009), e incluso en el liquido amnidtico de
mujeres embarazadas de nuestro pais se detectan estos compuestos (Luzardo y
cols. 2009). Esto es debido a su alta persistencia en el medioambiente y a su
resistencia a la degradacion, maxime cuando, aun estando prohibido en muchos
paises desarrollados, ha sido reintroducido tras un periodo de prohibicién, en paises
en vias de desarrollo, donde desempefian un importante papel como agentes de
control de organismos vectores (malaria en algunos paises de Africa y Sudamérica)
y aun como insecticida de uso agricola. Todo ello, unido al uso masivo que se le dio
a este tipo de productos cuando estaban permitidos hace que sea esperable que la
deteccion de estos compuestos en la poblacion se mantenga a lo largo de las

proximas déecadas.

Al igual que otros CTPs, la tendencia a la biomagnificacion y persistencia
ambiental de los OCs hace que estén sujetos a amplios ciclos de transporte en toda
la biosfera. De esta forma, se han encontrado niveles relativamente altos de un
coctel de OCs en el tejido adiposo de humanos y animales del artico (Hoekstra y
cols. 2005; Leonards y cols. 2008). Rachel Carson, basandose en un incidente real
con DDT, publico en 1962 el libro “Primavera Silenciosa”, best-seller que fundo las
bases del ecologismo moderno (Carson y cols. 1962; Jaga y cols. 1999). Por primera
vez se hablé del peligro de usar DDT y otros productos quimicos usados como
plaguicidas. Lo mas alarmante no era Unicamente su toxicidad, sino también su
capacidad para persistir en los organismos por medio de la acumulacion en los
tejidos grasos. Con la publicacion de estos trabajos se inicié un amplio debate que
condujo finalmente a la prohibicién del uso del DDT y muchos otros OCs en un gran
namero de paises, asi como su inclusién en todas las listas de regulacién de CTPs

gue se han ido promulgando a nivel internacional.
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Atendiendo a su estructura, modo de sintesis y otras propiedades comunes a
un grupo de ellos, se han propuesto varias clasificaciones para los OCs. En la
presente Tesis Doctoral se hace uso de una clasificacion de los OCs mas utilizados

segun su estructura quimica (O'Neil 2006):

Compuestos  poliaromaticos clorados (DDT, Dicofol, Metoxicloro,
Clorobencilato): Son practicamente insolubles en agua a 25°C. Sin embargo, son
moderadamente solubles en numerosos disolventes organicos, tales como
hidrocarburos aromaticos, alifaticos, cetonas y alcoholes. Aunque se consideran no
volatiles, pueden pasar al aire a partir del suelo de manera continua, sobre todo en
presencia de agua. En presencia de luz ultravioleta, el DDT pierde HCl y se
transforma en diclorodifeniletieno (DDE), compuesto que carece de accion
insecticida, pero conserva el resto de propiedades.

Cicloalcanos clorados (Hexaclorociclohexano): El hexaclorociclohexano
técnico (HCH) es una mezcla de 8 isomeros, entre los cuales el isomero conocido
como gamma HCH o lindano, esta presente en una proporcion del 10-18%. Es
precisamente este isdmero el que le confiere las propiedades insecticidas a la
mezcla, pues los demas isomeros del HCH apenas poseen efecto toxico agudo
sobre los insectos y otros organismos. Debe mencionarse, sin embargo, que hay
numerosos estudios que identifican al isémero beta HCH como promotor del cancer
de mama (Zou y cols. 2003; Wong y cols. 2007). El lindano (gamma HCH) es
moderadamente soluble en agua (10 mg/l) y mas soluble en acetona, cloroformo y
etanol. Es estable a la accion de la luz solar, del oxigeno del aire, del calor y de los
acidos concentrados. Sin embargo, en medio alcalino se descompone y libera con
facilidad &cido clorhidrico.

Compuestos ciclodiénicos clorados (Aldrina, Dieldrina, Endrina, Heptacloro,
Endosulfan, Clordano, Mirex, Clordecona): El clordano técnico es una mezcla de
diferentes hidrocarburos clorados, estrechamente relacionados por sus estructuras.
En teoria contiene 70% de cis-clordano, 25% de trans-clordano, 1% de heptacloro y
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el 4% restante de una mezcla de otros compuestos. Su volatilidad es intermedia
entre la del lindano y la del DDT. Es practicamente insoluble en agua y soluble en
éteres, cetonas, hidrocarburos aromaticos y alifaticos. Es relativamente estable ante
los acidos, mientras que en medio alcalino libera acido clorhidrico con facilidad. De
manera similar, el heptacloro y el endosulfan tienen limitada solubilidad en agua, se
disuelven preferentemente en cloroformo, tetracloruro de carbono, xileno y otros
disolventes organicos y son moderadamente solubles en etanol. Son estables ante
la humedad, el aire y el calor, y no se degradan por la accion de la luz ultravioleta. El
heptacloro es moderadamente estable en presencia de agua, acidos, bases y
agentes oxidantes. En el ambiente, se transforma para dar su epdxido, el cual es
todavia mas estable. El endosulfan es sensible a los acidos y a las bases vy, en
presencia de agua, se hidroliza, dando lugar a endosulfandiol, el cual carece de
accion insecticida. La aldrina es muy poco soluble en agua. Este compuesto es
estable ante los acidos débiles, las bases y el calor y es sensible a la accién de la
luz ultravioleta. En presencia de acidos fuertes y tras su biotransformacion en los
seres vivos, se transforma en dieldrina, la cual es mucho mas estable. La dieldrina y
endrina poseen caracteristicas fisicoquimicas similares a las de la aldrina. ElI mirex
forma cristales incoloros, y es practicamente insoluble en agua, pero
moderadamente soluble en benceno, tetracloruro de carbono, xileno y otros
disolventes organicos. En condiciones ambientales, es extremadamente estable y

persistente. La clordecona es muy similar al mirex.

Terpenos clorados (Canfeclor): ElI canfeclor, mas conocido por su primer
nombre comercial toxafeno, tiene un contenido de cloro del orden del 67-69%. El
namero de productos quimicos individuales que forman parte del toxafeno asi como
sus estructuras es desconocido. Al igual del resto de los OCs, es poco soluble en
agua. Se descompone por la accion de la luz solar, liberando acido clorhidrico.

Bencenos policlorados (pentaclorobenceno, hexaclorobenceno): El
hexaclorobenceno es un sélido blanco cristalino que no se encuentra de forma
natural en el medio ambiente. Es practicamente insoluble en agua y muy soluble en

disolventes organicos, como hexano, benceno o cloruro de metileno. En condiciones
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ambientales, es extremadamente estable y persistente. Ademas de haber sido
utilizado hasta el afio 1965 como plaguicida, se forma espontaneamente a partir de
otros compuestos organicos policlorados, como subproducto industrial y en la
combustion de residuos sélidos urbanos. El pentaclorobenceno tiene unas

caracteristicas muy similares a las del hexaclorobenceno.

Todos los OCs comparten varias caracteristicas fisicoquimicas, principalmente su
liposolubilidad, la estabilidad quimica y sobre todo su elevada resistencia a la
degradacion. En la Tabla 3 se muestra el periodo durante el que permanecen

inalterados en el suelo.

Desde principios de los afios 70 del siglo pasado, un pais tras otro han ido
restringiendo o prohibiendo el uso de la mayor parte de los OCs, a menudo con el
DDT como Uunica excepcion para el control de vectores de enfermedades

infecciosas, principalmente la malaria. Los datos sobre el uso real actual de determi-

Tabla 3. Vida media en el suelo de los POCs incluidos en el convenio de Estocolmo

Plaguicida Vida media aproximada
Aldrina 5 afios en suelos templados
Camfeclor (Toxafeno) 3 meses - 12 afios
Clordano 2 - 4 afios

DDT 10 - 15 afios

Dieldrina 5 afios en suelos templados
Endrina Hasta 12 afios

HCB 3 - 6 afios

Heptacloro Hasta 2 afios

Mirex Hasta 10 afios

HCH Dias - 3 afios

nados OCs son muy dificiles de obtener, y en ocasiones los que hay, ofrecen poca
fiabilidad (Tabla 4).
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A fecha de 2010, la produccion y utilizacion de la mayoria de los OCs, con la
ya mencionada excepcion del DDT, habia cesado practicamente por completo en
todos los paises desarrollados, si bien algunos de ellos, como los que se utilizan
para el control de las termitas (aldrina, heptacloro, mirex) han seguido siendo
utilizados en paises como Australia o Estados Unidos hasta finales de los afios 90.
Algunos otros, como el HCB, si bien ya ha dejado de fabricarse y utilizarse en
practicamente todo el mundo, sigue siendo liberado al medioambiente, ya que es un
subproducto frecuente de numerosos procesos quimicos industriales y también, en

menor medida, de la incineracion de residuos soélidos urbanos.

En los paises en vias de desarrollo, si bien ha habido una reduccion
importante en su uso, debida principalmente a las restricciones al comercio de
productos agricolas con residuos de plaguicidas, algunos de los cuales son
ampliamente utilizados. Una buena parte de estos son el ya mencionado DDT, como
plaguicida residual para el control de vectores de enfermedades, y el clordano y

heptacloro para proteger la madera del ataque de las termitas.

Con respecto al lindano (gamma hexaclorociclohexano), en noviembre
de 2006, 52 paises habian prohibido su uso, y 33 mas lo habian restringido, pero 17
paises mas, entre ellos Estados Unidos o Canada, continuaban usandolo en la
agricultura 'y en aplicaciones farmacéuticas (Commission-for-Environmental-
Cooperation 2006). Tras la inclusion por la UNEP del lindano en el “Convenio de
Estocolmo sobre Contaminantes Toxicos Persistentes” el 8 de mayo de 2009
(United-Nations-Environmental-Program 2001), el uso agricola ha cesado por
completo en todos los paises que han ratificado el Convenio, pero las aplicaciones
farmacéuticas - para el control de piojos y la sarna - constituyen una excepcion y
puede seguirse utilizando durante 5 afios mas. Estados Unidos, pais que aun no ha
ratificado el Convenio de Estocolmo, también ha prohibido el uso agricola del lindano
en su territorio, y reserva los usos farmacéuticos como tratamiento de segunda

eleccion para piojos/sarna (Environmental-Protection-Agency 2006 ).
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Tabla 4. Ultimos usos registrados de los OCs incluidos en el Convenio de Estocolmo

Plaguicida

Ultimos usos conocidos

Aldrina

Camfeclor (Toxafeno)

Contra termitas y otras plagas rastreras, almacenamiento de

cereales, control de vectores.

Insecticida en cultivos de algodon.

Clordano Contra termitas y otras plagas rastreras.
Control de vectores transmisores de enfermedades
DDT infecciosas para el hombre y animales (anopheles spp.,
mosca tse-tse, pulgas).
o Control de la langosta, termitas, y vectores de enfermedades
Dieldrina
humanas.
i Antiguamente utilizado para el control de roedores e insectos.
Endrin No se conocen usos actuales ni recientes.
Antiguamente utilizada para el tratamiento de semillas contra
HCB enfermedades fungicas, asi como para fines industriales. No
se conocen usos agricolas o industriales actuales o recientes.
Heptacloro Contra termitas y otras plagas rastreras.
_ Contra hormigas cortadoras de hojas, termitas y como
Mirex retardante de llama y otros fines industriales.
Uso agricola general. Aplicaciones farmacéuticas.
HCH Aplicaciones veterinarias. Insecticida para instalaciones
ganaderas.
Endosulfan Uso agricola comun.

El clordano (también denominado kepona), aunque dej6é de utilizarse en la

mayor parte de los paises hace décadas practicamente al mismo tiempo que el DDT,
no fue incluido en el Convenio de Estocolmo hasta 2009 junto con el lindano. Sélo
en algunos paises su uso continué hasta mediados de los 90 (Cabidoche y cols.
2009).
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Finalmente, mencionar que el endosulfan no esta adn regulado por el
Convenio de Estocolmo. No obstante, ha sido incluido entre los analitos de interés
para este trabajo de Tesis Doctoral ya que sin duda es uno de los firmes candidatos
a una proxima inclusion, y cuyos efectos sobre la salud en general y el cancer de
vejiga en particular, no son del todo conocidos. Hasta la fecha su uso ha sido
prohibido en mas de 62 paises, incluidos los de la Unidn Europea y por consiguiente
Espafa, donde dejo de utilizarse en enero de 2008 (Commission-for-Environmental-
Cooperation 2006). Hasta entonces, era ampliamente utilizado en nuestro pais, por
ejemplo en el cultivo de tomates en Almeria, Murcia o Canarias. Este plaguicida
fabricado por Bayer sigue siendo ampliamente utilizado en muchos paises del
mundo para el control de plagas agricolas, preservacion de madera, jardineria o

control de la mosca tse-tse (Srivastava y cols. 2009).

Cuando hablamos del mecanismo de accién toxica de los OCs hay que
distinguir claramente entre el mecanismo que produce la toxicidad aguda,
responsable de la amplia utilizacion que durante décadas han tenido estos
compuestos en el control de plagas, de los mecanismos de toxicidad a largo plazo,
comunes ademas a gran parte del resto de CTPs, que se producen tras la
exposicion inadvertida a bajas concentraciones de estos compuestos durante toda la
vida de un individuo. Debido a que los mecanismos de toxicidad aguda,
responsables de su efecto insecticida, no tienen relaciéon alguna con su potencial

efecto carcinogénico sélo se exponen a continuacion de forma breve.

Existen varios mecanismos de toxicidad aguda de los OCs. Un mecanismo
comun a todos ellos es la interferencia con el arco reflejo que se establece entre los
nervios sensoriales, el sistema nervioso central y los nervios motores, que activan la
respuesta muscular a los estimulos externos (Mariussen y cols. 2006). En insectos o
mamiferos intoxicados por accién del DDT o compuestos similares, se observan
temblores y convulsiones persistentes. El estudio de la conducta eléctrica de las
fibras nerviosas muestra que los POCs inducen un alargamiento considerable de la
fase descendente del potencial de accion, manteniendo asi a la membrana de la

neurona en un estado parcialmente despolarizado, muy susceptible a una nueva
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despolarizaciéon total ante los menores estimulos. Esta modificacion del
comportamiento eléctrico de las células nerviosas se produce por varios
mecanismos (Narahashi 2002; Mariussen y cols. 2006). EI DDT, ademas, inhibe la
calmodulina, necesaria para el transporte de iones calcio, a su vez imprescindible en
la secrecion de neurotransmisores en la sinapsis. También inhibe la adenosina
trifosfatasa (ATPasa) de las neuronas, en particular las bombas de sodio, potasio y
calcio, esenciales en la repolarizacion (Janik y cols. 1992). Los clorobencenos,
clorociclohexanos y clorociclodienos también son inhibidores potentes de las
bombas de Na®, K* y Ca®" en las membranas de las neuronas, provocando
potenciales de accion disminuidos (Narahashi 2002; Mariussen y cols. 2006). Pero
estos plaguicidas actian también por estimulacion del sistema nervioso central, ya
gue son antagonistas del acido y-aminobutirico (GABA), con lo que bloquean el paso
de iones cloruro inducido por este neurotransmisor (Coats 1990; Sunol y cols. 1998).
El mecanismo inhibitorio de GABA explica los efectos colinérgicos de la dieldrina y
del lindano en varias especies. A diferencia del DDT, para el que existen pocos
casos de intoxicacion con resultado de muerte, los clorociclodienos han sido
causantes de numerosas muertes, ademas de ser muy persistentes y toxicos para el
medio ambiente. Se absorben rapida y eficazmente por via cutanea, lo que
contribuye a la mayor toxicidad que se ha observado en exposiciones

ocupacionales.

Ademas de los efectos sobre el sistema nervioso, la exposicion a lindano y al
llamado lindano técnico (una mezcla de todos los isémeros del HCH) produce
efectos toxicos sobre el higado y los tubulos renales, aunque se desconoce el
mecanismo de toxicidad sobre estos érganos (Srinivasan y cols. 1984; Reddy y cols.
1994).

La intoxicacion aguda en los mamiferos y el hombre se manifiesta con un
cuadro sintomatolégico derivado de su interferencia con los mecanismos de
neurotransmision: parestesia en la lengua, labios y cara, hipersensibilidad a

estimulos externos, como la luz, sonido o tacto, irritabilidad, mareos, vértigo,
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temblores y convulsiones (Milne 1995). Actualmente, debido a las restricciones del uso
de estos productos, apenas se describen casos de este tipo de intoxicacion.

Sin embargo, los efectos crénicos de la exposicion a dosis bajas pero
continuadas a estos compuestos son el principal motivo de preocupacion actualmente, y
responden a mecanismos extremadamente complejos de disrupcién endocrina que
estan sometidos a mudltiples variables dependientes del individuo y de la presencia

simultanea de otras sustancias quimicas.

Gran parte de los efectos adversos que tiene sobre la salud humana la
exposicion cronica a dosis bajas de estas sustancias se relacionan con el fenomeno
denominado disrupcion endocrina. Asi, a los CTPs del tipo de los OCs y PCBs
capaces de producir disrupcién endocrina se les denomina “disruptores endocrinos”,
esto es, “agente exdgeno que interfiere con la sintesis, secrecion, transporte,
metabolismo, unién o eliminacion de las hormonas que de forma natural estan
presentes en el cuerpo y que son las responsables de la homeostasis, la

reproduccion y el desarrollo” (Diamanti-Kandarakis y cols. 2009).

La capacidad de los OCs para interferir en la funcibn endocrina fue
establecida hace mas de 30 afios. El hecho inicial fue la constatacion de que la
poblacién de pajaros piscivoros habia declinado en los Estados Unidos debido a
problemas reproductivos graves. Tales observaciones permitieron la identificacion
del DDE, principal metabolito del DDT, como agente causante de las alteraciones
reproductivas observadas (Hickey y cols. 1968). El problema fue parcialmente
resuelto con la retirada del pesticida en 1972, aunque sus residuos contindan
estando presentes en el medioambiente, afectando por tanto a las poblaciones

expuestas incluida la especie humana.

Otras observaciones medioambientales relacionadas con la exposicion
masiva de poblaciones animales, han ayudado a entender el problema de la
disrupcién hormonal. Los casos recogidos en la literatura cientifica son multiples.

Sirva de ejemplo lo ocurrido con la poblacion de caimanes del lago Apopka en
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Florida, que se expusieron al pesticida dicofol tras un vertido accidental en 1980.
Diez afios mas tarde, la poblacién de caimanes habia descendido significativamente,
habiendo aumentando la mortalidad en los huevos y la mitad de las crias nacidas
languidecian y morian antes de los diez dias; se encontraron, ademas, hembras
adolescentes que tenian anormalidades severas en los ovarios y presentaban
niveles de estrogenos en sangre dos veces mas altos de lo normal. Por otro lado, los
caimanes machos jovenes estaban fuertemente feminizados, presentaban penes
anormalmente pequefios y tenian niveles de estrégenos mas altos en su sangre que
los normales. Las investigaciones llevadas a cabo sirvieron para concluir que el
plaguicida organoclorado dicofol que fue vertido al lago habia alterado el sistema
endocrino de los embriones, limitando la capacidad de los caimanes para
reproducirse y dando lugar a las malformaciones descritas (Guillette y cols. 1995a;
Guillette y cols. 1995b).

Actualmente, el conocimiento acerca del mecanismo de accion de los OCs
como disruptores endocrinos es bastante profundo, pero quedan aun grandes
lagunas en la comprension global de sus efectos sobre la salud del hombre y el resto
de los seres vivos. En un principio, se pensaba que los OCs ejercian sus efectos
principalmente a través de su union con los receptores nucleares para hormonas,
incluyendo los receptores de estrogenos (RES), los receptores de androgenos (RAS),
los receptores de progesterona (RPs), los receptores de hormonas tiroideas (RTS) y
los receptores de retinoides, entre otros. En términos muy amplios, las dioxinas,
PCBs y OCs contienen grupos halogenados en su estructura (con sustituciones por
atomos de cloro y bromo) y muchas de estas moléculas contienen un grupo fendlico
que se piensa que es el responsable de conferirles similitud con las hormonas
esteroideas, siendo asi reconocidos como ligandos por los receptores de dichas

hormonas, ya sea como agonistas 0 como antagonistas.

Hoy en dia, la base cientifica de conocimiento sobre el tema ha aumentado y
muestra que el espectro de mecanismos de accién es mucho mayor. Asi, se sabe
gue los OCs actuan mediante su unién a los receptores nucleares, pero también a

los receptores no nucleares (0 de membrana) para hormonas esteroideas,
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receptores no esteroideos (por ejemplo, receptores para neurotransmisores, como el
receptor de serotonina, el receptor de dopamina o el receptor de norepinefrina),
receptores huérfanos (como el receptor de aril hidrocarburos, AhR), rutas
enzimaticas implicadas en la biosintesis de esteroides y/o metabolismo, y
numerosos otros mecanismos que convergen en la afectacion de los sistemas
endocrino o reproductivo. En este sentido se ha de resefar que recientemente se ha
descrito la capacidad de los OCs para alterar la actividad del sistema hormonal
dependiente de la hormona del crecimiento (Sistema GH-IGF), lo cual abre nuevas
puertas a la acciéon téxica de estos compuestos (Boada y cols. 2007; Zumbado y
cols. 2010).

Muchos de los efectos que ejercen los OCs son paradojicos. Lo primero que
llama la atencidn de estas sustancias, es que incluso a dosis infinitesimales, pueden
producir anormalidades endocrinas o reproductivas, particularmente si la exposicion
tiene lugar en un periodo critico del desarrollo. En algunos casos, las dosis bajas
pueden producir efectos mas potentes que las dosis mas altas, dando lugar a curvas
de dosis-respuesta en forma de “U” o de “U invertida” (Boada y cols. 2007; vom Saal
y cols. 2007).

Por otra parte, la literatura también demuestra que los OCs juegan un papel
relevante en enfermedades de etiologia compleja como la obesidad, la diabetes
mellitus, la enfermedad cardiovascular o el cancer, si bien la dimension de sus
implicaciones es todavia poco conocida. Aunque la evidencia es limitada, los datos
apuntan a asignar un papel potencial de los OCs (y también PCBs y dioxinas), ya
sea directa o indirectamente, en la patogenia de la adipogénesis y la diabetes
(Diamanti-Kandarakis y cols. 2009). A muchos de estos compuestos estamos
expuestos durante toda nuestra vida, incluso antes de nacer, como lo demuestra el
hecho de que hayan podido ser medidos en el liquido amnidtico de mujeres
gestantes (Luzardo y cols. 2009). Las consecuencias de la exposicion a los CTPs
pueden ser muy diferentes dependiendo de la edad a la que se produzca la
exposicion. Es decir, que la exposicibon de un adulto a CTPs puede tener

consecuencias muy diferentes a la de un feto en desarrollo o un nifio, siendo el
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desarrollo y la infancia los periodos mas criticos a los efectos adversos de estos
compuestos. Tanto es asi que en la literatura cientifica se ha acufiado el concepto
de “las bases fetales de las enfermedades del adulto”, para describir la forma en que
las sustancias presentes en el medio ambiente en el que se desarrolla un organismo
(la madre en los mamiferos o el huevo en el resto de los vertebrados) interactian
con los genes del individuo para determinar su propensiéon a desarrollar una
enfermedad o disfuncién en el futuro. En términos mas amplios, la Endocrine Society
ha extendido este concepto a la infancia, (Barker 2003). El concepto de las “bases
del desarrollo de las enfermedades del adulto” lleva implicito el hecho de que existe
un lapso de tiempo entre el inicio de la exposicion y las manifestaciones clinicas de
las consecuencias de la misma. En otras palabras, las consecuencias de la
exposicion a los OCs (o PCBs o dioxinas) pueden no aparecer inmediatamente ni de
forma precoz en la vida, sino que pueden manifestarse con el transcurso del tiempo,
incluso muchos afios después, durante la vida adulta (Barker 2003). Asi por ejemplo,
la alteracion del pico fisiologico de IGF que tiene lugar en la pubertad, debido a la
exposicion a OCs, va marcar los niveles de IGF en la edad adulta, determinando
como consecuencia la aparicibn de mayor riesgo para la aparicion de ciertas

patologias (Zumbado y cols. 2010).

Si los individuos y las poblaciones estan expuestos a un determinado
contaminante, es muy probable que lo estén a otros muchos de forma simultanea, ya
qgue rara vez los ecosistemas estan contaminados por un Gnico compuesto. Esto
tiene mucha relevancia de cara a los efectos clinicos, ya que, independientemente
de los efectos que hayan podido ser demostrados en experimentos in Vvitro o in vivo,
la presencia de otros contaminantes en las situaciones reales de exposicion puede
inducir fendbmenos de adicion de efectos, pero también de sinergismo y de
potenciacion (Kortenkamp 2007).

La accion toxica de la exposicion cronica a OCs no soOlo puede afectar a la
persona expuesta, sino también a las generaciones subsiguientes. Los mecanismos
no estan claros, si bien investigaciones recientes sugieren que los mecanismos

pueden ser no gendmicos, es decir. que no se transmitirian por una mutacion en la
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secuencia de ADN, sino a través de modificaciones de factores que regulan la
expresion génica, tales como la metilaciéon del ADN o la acetilacién de histonas. En
este sentido la potencial accién carcinogénica de los OCs podria venir definida por
mecanismos de accion epigenética y no de dafo directo al ADN. Entre las patologias
tumorales malignas que se han relacionado con la exposicion cronica a OCs, cabe
destacar el cancer de testiculo y préstata, el cancer colorrectal y el cAncer de mama
y ovario, aunque no existen estudios que aborden la potencial relacion existente

entre OCs o PCBs y cancer vesical.

5.11. Otros factores de riesgo

Se han hecho numerosos estudios en relacion al papel que determinados
medicamentos puedan tener en el cancer de vejiga. Se ha visto que el uso frecuente
de determinados analgésicos (fenacetina o paracetamol) aumenta ligeramente el
riesgo de padecer cancer de vejiga (Piper y cols. 1985; Derby y cols. 1996; Fortuny y
cols. 2006). Algunos estudios han evidenciado un aumento del riesgo de cancer de
vejiga entre los pacientes tratados con ciclofosfamida (Pedersen-Bjergaard y cols.
1988). Mas curiosos son los datos reportados respecto a los barbitdricos. Se ha
observado el tratamiento con este tipo de sustancias protege del cancer de vejiga,
posiblemente debido a la interaccion que este tipo de sustancias tiene con otras
enzimas de metabolizacién o a las enfermedades asociadas al uso de este tipo de
medicamentos (epilépticos) que poseen unos niveles mas bajos de otros habitos
nocivos como el tabaquico (Olsen y cols. 1989).

Por otra parte, la inflamacion de la vejiga, por infeccion o por calculos, podria
afectar al desarrollo del cancer de vejiga. La evidencia parece ser mas clara entre el
carcinoma de células escamosas (no del epitelio de transicion) y la infeccion por S.
Haematobium-bilharziasis. También se ha visto una asociacién positiva entre el
riesgo de cancer de vejiga y las cistitis e infecciones no especificas del tracto
urinario. La inflamacion del epitelio podria favorecer la absorcion de carcindégenos
urinarios. Ademas, algunas bacterias promueven la formacion de compuestos N-

nitrosurados (Adami y cols. 2008). La prevalencia de infecciones por el virus del
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papiloma humano (HPV) en biopsias de cancer de vejiga esta en torno al 5%
(Gillison y cols. 2003), lo que sugiere que este tipo de infecciones no tiene un papel
relevante en la etiologia de esta enfermedad. Algunos estudios han asociado la
infeccion combinada de HPV y S. Haematobium (Yang y cols. 2005), aunque en
general las evidencias entre las infecciones y el riesgo de desarrollo de cancer

vesical es escaso.

6. FACTORES GENETICOS ASOCIADOS AL CANCER DE VEJIGA

Se ha de resefilar que aunque este tipo de patologia tumoral soélo
esporadicamente es familiar (Kakizoe y cols. 1980; Kausch y cols. 2006), se han
reportado casos de agregacion familiar compatible con cierto patréon de herencia,
caracterizado fundamentalmente por una temprana edad de aparicion de la
tumoracion (Kiemeney y cols. 1996). No obstante, a dia de hoy no se han
identificado genes de alta penetrancia relacionados con el cancer vesical. Se supone
que el 1% de los tumores de vejiga presentan agregacion familiar, y se estima un
riesgo relativo para los individuos pertenecientes a este tipo de familias de 1,2 a 4,0
(Plna y cols. 2001). Recientemente se ha reportado un mayor riesgo de sufrir cancer

de vejiga entre casos con retinoblastoma hereditario (Fletcher y cols. 2004).

Lo que si parece demostrado es el papel de la susceptibilidad genética en la
carcinogenesis de esta patologia, sobre todo asociada a polimorfismos en genes del
metabolismo. Dada la relativa homogeneidad histolégica de este tipo de tumores, la
conocida accion de los factores medioambientales y la variacién inter-individual
existente en los procesos de metabolizacion de agentes carcindbgenos y de
reparacion del dafio al ADN causado por este tipo de sustancias, la carcinogénesis
vesical es un excelente modelo para evaluar la susceptibilidad genética y las
interacciones medioambientales. Aunque muchos estudios han evaluado el papel de
determinados polimorfismos genéticos como factores de riesgo para el cancer de
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vejiga, la mayoria son de potencia estadistica limitada y reportan Unicamente

asociaciones moderadas o leves (Deitz y cols. 2004).

Asi, por ejemplo, si nos referimos a uno de los factores exdgenos mas
fuertemente relacionados con cancer vesical, como es el tabaco, se ha de decir que
los agentes precarcinbgenos presentes en el tabaco son generalmente
metabolizados en el organismo, lo que puede resultar en detoxificacion (inactivacion)
0 bioactivacion. Los metabolitos activos pueden causar dafio al ADN, lo que
provocaria mutaciones que de originarse en protooncogenes iniciaria a las células
en el proceso tumoral. La reparacion del dafio al ADN y los puntos de control del
ciclo celular son los dos primeros mecanismos de defensa de la célula contra el
dafio generado en el ADN (Figura 13). Clasicamente, se han estudiado los
polimorfismos mas frecuentes en los genes mas relevantes relacionados con este
tipo de mecanismos. No obstante, los avances producidos en relacién a este campo
y a los polimorfismos de un unico nucleotido (SNP) hacen hoy posible la realizacion
de estudios globales (Genome-wide association studies, GEWAS) de cientos de

polimorfismos en cientos de genes al mismo tiempo.
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Figura 13. Vias etiolégicas evaluadas en estudios de susceptibilidad genética del cancer de vejiga
(Adami y cols. 2008).

Como ya se ha dicho en todo este proceso juegan un papel crucial los genes
relacionados con el metabolismo. Por ejemplo, la capacidad para metabolizar
compuestos de tipo monoaminas aromaticas N-acetiladas, algunas de ellas
presentes en el tabaco, es polimoérfica en las poblaciones humanas. La enzima
responsable de este proceso es la N-acetil transferasa (NAT). El 50% de la
poblacion caucasiana es homocigota para el gen que codifica para este enzima
(NAT?2), lo que provoca un enlentecimiento de la actividad de la enzima (acetiladores
lentos). Este porcentaje es del 30% entre la poblacion africana, y del 15% entre los
sujetos asiéticos (Vatsis y cols. 1991; Hein 2002). La mayoria de los estudios se

hacen en cohortes de pacientes pequefias (alrededor de los 100 pacientes). Los
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estudios de metaanalisis parecen reportar un incremento del riesgo de sufrir cancer
de vejiga entre los acetiladores lentos (Marcus y cols. 2000; Garcia-Closas y cols.
2005). Los pacientes con este polimorfismo en NAT2, que les convierte en
acetiladores lentos, tienen un 40% mas de probabilidades de sufrir cancer de vejiga
urinaria, y ese riesgo aumenta mas aun si los individuos son fumadores (Figura 14).
Este efecto del tabaco se explica porque los acetiladores lentos presentan una
menor capacidad para metabolizar y detoxificar las monoaminas aromaticas
procedentes del tabaco (Hein 2002). Ademas, los fumadores acetiladores lentos
tienen mayores niveles de lesiones moleculares relacionadas con este tipo de
productos (Yu y cols. 1994). Estos resultados refuerzan los estudios que indican que
estos compuestos deban ser consideradas los principales sospechosos a la hora de

justificar el papel carcinogénico del tabaco en el cancer de vejiga.

Estos estudios demuestran que en este tumor la interaccion gen-
medioambiente es bastante plausible. Sin embargo, la mayor parte de asociaciones
a este respecto han sido reportadas en poblaciones de origen caucasiano. Se
necesitan mas estudios en otro tipo de poblaciones, y el papel del tipo de tabaco, la
intensidad de habito y del sexo del paciente deben ser estudiados con mayor detalle.
Por otra parte, la mayoria de los estudios publicados acerca de NAT2 no tienen en
cuenta otros factores como la profesion del paciente o la exposicion a otros
carcinogenos medioambientales. Un estudio publicado en trabajadores expuestos a
otro tipo de carcinégenos (bencidina), no mostro incremento del riesgo de padecer
cancer de vejiga en relacibn a NAT2, lo que demuestra que el tipo de amina
aromatica puede ser importante a la hora de establecer el riesgo (Carreon y cols.
2006).
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Figura 14. Asociacién entre la intensidad del habito tabaquico (nGmero medio de cigarrillos diarios) y
el riesgo de desarrollo de cancer vesical comparado con los no fumadores y estratificado segun el

genotipo de NAT2. Las barras indican el intervalo de confianza 95% (Garcia-Closas y cols. 2005).

El gen NAT1 codifica para una enzima relacionada con la activacion de
aminas policiclicas mediante O-acetilacion (Hein 2002). La asociacion entre el
genotipo NAT1*10, solo o en combinacién con NAT2-acetilador lento, y el cancer de

vejiga, es inconsistente (Garcia-Closas y cols. 2005; Gu y cols. 2005).

El gen GSTM1 codifica para la enzima glutation-S transferasa M1, una enzima
relacionada con la metabolizacién de diversos xenobidticos y agentes carcind6genos,
entre los que se encuentran los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) y
diferentes especies reactivas de oxigeno. La presencia de una delecion homocigota
en el gen conduce a un genotipo asociado a una falta de actividad enzimatica
(genotipo nulo).Se estima que este genotipo esta presente en el 50% de la poblacion
caucasiana. Al igual que ocurria con NAT2, los meta-analisis realizados parecen
indicar que este polimorfismo incrementa el riesgo de cancer de vejiga (Engel y cols.
2002; Garcia-Closas y cols. 2005). En el estudio de Garcia-Closas y cols, el
incremento del riesgo asociado al genotipo GSTM1-nulo era igual para fumadores y
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para no fumadores, lo que sugiere que la actividad de esta enzima protege por igual
contra sustancias relacionadas con el tabaco y no asociadas a él. La disminucién del
riesgo entre los individuos con funcidn normal de la enzima parece no estar
relacionada con los fenomenos de detoxificacion de los PAHs entre los fumadores.
Otro posible mecanismo de accién de estas enzimas es la detoxificacion de especies
reactivas de oxigeno, lo que protegeria al ADN del dafio provocado por este tipo de
sustancias (Hayes y cols. 2000). La asociacion entre otros polimorfismos de GST,
por ejemplo GSTT1 o GSTP1, y el cancer de vejiga ha sido explorada en distintos

estudios, con resultados contradictorios.

Por otra parte, el citocromo P-450 CYP1AZ2 esta relacionado con procesos de
activacion de aminas aromaticas mediante N-hidroxilacion, y es en la especie
humana un gen bastante polimoérfico. No obstante, la relevancia funcional de las
variables genéticas de CYP1A2 no estan bien caracterizadas (Landi y cols. 1999), y
Nno se conoce exactamente el papel que juega este gen en la carcinogénesis vesical.
Desde luego, polimorfismos en otros genes del metabolismo de xenobibticos pueden
tener mds o menos relevancia. Es el caso de los genes CYP1Al, CYP1B1,
CYP2C19, CYP2D6 o CYP2EL1,; sulfotransferasas relacionadas con la activacion de
aminas aromaticas; e hidrolasas relacionadas con el metabolismo de los epoxidos

que se forman durante el metabolismo oxidativo de sustancias como los PAHSs.

El papel jugado por genes relacionados con la reparacion del ADN también
parece ser relevante. Una compleja e intrincada red de procesos repara los dafos
causados al ADN por sustancias exdgenas al organismo. La via de reparacion por
escision de nucledtidos (NER) es la principal a la hora de resolver los aductos
formados en el ADN como consecuencia de la exposicibn a aminas aromaticas y
otras sustancias del tabaco. Algunos estudios epidemiolégicos han sugerido que
polimorfismos en genes relacionados con mecanismos NER podrian ejercer algun
tipo de papel en el riesgo de cancer vesical (Sanyal y cols. 2004; Sak y cols. 2005;
Schabath y cols. 2005; Garcia-Closas y cols. 2006), este hecho no esta aun
establecido. Los procesos de reparacion por escision de bases (BER), se encargan

de eliminar bases nucleotidicas dafiadas por la accidon de agentes alquilantes y
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oxidativos. Esta via participa de la reparacion de roturas dobles de la cadena de
ADN y se encarga de mantener la integridad genémica (Andrew y cols. 2006; Wu y
cols. 2006). Aunque se han hecho estudios de polimorfismos en este tipo de genes

en relacion al cancer de vejiga, los resultados son bastante inconsistentes.

Se ha intentado determinar la capacidad de reparacion del dafio al ADN tras
la exposicion a carcindégenos en linfocitos de sangre periférica, como medida
integrada de sensibilidad a este tipo de sustancias. Los casos de cancer de vejiga
parecen ser mas sensibles que los controles a los efectos del benzo(a)pireno diol
epoxido (Schabath y cols. 2003). La determinacién de la longitud de los telomeros
también se ha usado como marcador de estabilidad genética y susceptibilidad al
cancer. Existen algunos trabajos que asocian la presencia de telomeros mas cortos
con el aumento del riesgo de padecer cancer vesical (Wu y cols. 2003a; Broberg y
cols. 2005).

Debido a todo lo apuntado anteriormente, en el presente trabajo se procedié a
estudiar en los casos y controles de nuestro estudio la expresion de una serie de
polimorfismos de genes relacionados con la eliminacion de toxicos (glutation-S-
transferasa, GST), con la proliferacion celular y la angiogénesis (factor de
crecimiento endotelial vascular; VEGF) y con la incorporacion de xenobidticos a la

célula (resistencia a multidrogas; MDR) (Henriquez-Hernandez y cols. 2011b).
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El cancer vesical es el cancer mas frecuente en el tracto urinario y, como
cualquier neoplasia, su etiologia se relaciona con multiples factores tanto intrinsecos
como extrinsecos. Entre los factores extrinsecos, la exposicion a potenciales
carcindgenos ambientales se considera que contribuye de forma relevante a la
mayoria de los casos de carcinomas uroteliales. En este sentido, se ha de tener en
cuenta que el 90% de los tumores del tracto urinario inferior se originan a partir de
células transicionales y que la superficie urotelial de la mucosa de la vejiga esta
expuesta a multiples sustancias quimicas que son excretadas por la orina. Muchas
de esas sustancias pueden ser, per se, carcinégenos, o bien serlo los metabolitos
generados tras sufrir procesos de biotransformacion (bioactivacion). Los agentes
carcindogenos inducen lesiones del ADN de las células, y de este modo
desencadenan y perpetian los procesos de tumorigénesis. A dia de hoy se puede
afirmar que la exposicidon a sustancias quimicas puede jugar un papel etiol6gico
relevante en este tipo de patologia tumoral. Sin embargo, parece claro que el riesgo
inducido por la exposicibn a contaminantes ambientales carcinogénicos resulta
altamente modulado por factores intrinsecos, tales como, entre otros, la capacidad
individual de metabolizaciéon y biotransformacion, o la expresion y actividad de

factores de proliferacion celular tipo Insulin-like Growth Factors (IGF).

La capacidad individual de metabolizacion y biotransformaciéon viene marcada
por la expresion de genes que codifican para enzimas de biotransformacion y
eliminacion, de tal forma que de la actividad de estas enzimas dependen los
procesos de activacion y la generaciéon de metabolitos carcinogénicos. Por ello, la
distribucion de determinados polimorfismos de estos genes en las diferentes
poblaciones parece jugar un papel crucial en la relevancia de la exposicién a

carcinégenos ambientales como factor de riesgo de cancer de vejiga.

La actividad del sistema GH-IGF, debido a su efecto como factor de
proliferacion celular, también se ha postulado como un potencial factor de riesgo,
mas aun cuando se ha descrito la posibilidad de que los niveles de IGF se vean

influenciados por la exposicion a contaminantes ambientales.
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Diversos factores se han tenido en cuenta a la hora de plantear el presente
trabajo de Tesis Doctoral:

En primer lugar, la poblacion de las Islas Canarias es una de las pocas
poblaciones espafiolas y europeas en las que se ha estudiado en profundidad el
nivel de contaminacion por compuestos téxicos persistentes (CTPs), presentando
esta poblacion, en general, unos niveles elevados de contaminacion por
plaguicidas organoclorados (OCs), especialmente en la poblacion de edad
superior a los 55-60 afios; y unos niveles de contaminaciéon por contaminantes
industriales clorados (bifenilos policlorados; PCBs) inferiores a los descritos en
otras poblaciones occidentales, con la excepcion de la poblacion canaria
fumadora, urbana y mayor de 55-60 afios, que presenta niveles de contaminacion

similares a los de otras regiones occidentales.

En segundo lugar, en Canarias, como en todo el mundo occidental, la
incidencia de cancer vesical ha aumentado a partir de los afios 50 del pasado
siglo, al igual que se ha incrementado la exposicion a contaminantes quimicos, ya
sean de origen industrial o agricola. A este respecto se ha de destacar que la
profesidbn de agricultor se ha postulado como un factor de riesgo para esta
patologia relacionandose con una mayor exposicion a plaguicidas. En las Islas
Canarias, el uso de plaguicidas es muy superior al que se registra en el resto del
territorio nacional, probablemente por la expansion de un modelo de cultivo
intensivo (invernaderos) que se extendid exitosamente en estas islas en los
altimos 50 afios del siglo pasado, debido a las caracteristicas geograficas y
climatologicas de este territorio. Es de destacar que muchos de estos plaguicidas
son considerados sustancias potencialmente carcinogénicas para el ser humano,
segun informes de la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer

(International Agency for Cancer Research; IARC).

En tercer lugar, la poblacién de las Islas presenta peculiaridades en cuanto a
la expresién de polimorfismos de genes de relevancia para los procesos de
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metabolizacion y excrecién, asi como para los procesos de malignizacion y

proliferacion celular.

En cuarto lugar, los niveles de contaminacion por CTPs y las mezclas de
contaminantes existentes en la poblacion canaria parecen modular los niveles de
los factores de proliferacion celular ya citados, esto es los IGF y otros factores

relacionados con la GH.

En quinto lugar, hasta el momento y segun nuestros conocimientos, no se han
realizado estudios tendentes a evaluar la potencial relacion existente entre los
niveles plasmaticos de contaminantes quimicos persistentes (PAHs, PCBs y OCs)
con la presencia de cancer vesical, teniendo en cuenta las variantes polimorficas
de la poblacién en lo relativo a genes de relevancia para los procesos de
metabolizacion y tumorigénesis (GST, VEFG, MDR), asi como la distribucion de

los niveles de IGF-I en la poblacion estudiada.

72












OBJETIVOS

Evaluar las diferencias existentes entre las caracteristicas sociodemograficas,
ambientales y dietéticas presentadas por los casos y controles (antecedentes
familiares, sexo, edad, talla, peso, indice de masa corporal, profesion, consumo
de café, habito tabaquico, consumo de liquidos) y su papel como factor de

riesgo de cancer vesical.

Describir las diferencias existentes entre los casos y controles en el sistema
GH-IGF (niveles séricos de Insulin-like Growth Factor-1, —IGF-I, e Insulin-like
Growth Factor binding protein-3, IGFBP-3) y evaluar su potencial papel como

factor de riesgo de cancer vesical.

Describir las concentraciones de contaminantes toxicos persistentes (CTPs) en
una serie de casos de cancer vesical y controles no afectos de esta patologia
mediante la cuantificacion sérica de los niveles de hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHSs), bifenilos policlorados (PCBs) y plaguicidas organoclorados
(OCs), y evaluar la influencia de estos CTPs como posible factor de riesgo de

cancer vesical en nuestra muestra.

Describir la expresion de polimorfismos de genes importantes en procesos de
metabolizacién de xenobioticos y en procesos de malignizacion y proliferacion
celular en casos y controles, y evaluar su potencial valor como factor de riesgo

de cancer vesical en la poblacion objeto de estudio.
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Este estudio se ha llevado a cabo en los Servicios de Urologia y Medicina
Preventiva del Complejo Hospitalario Universitario Materno-Insular de Gran Canaria
(CHUIMI), y en el Departamento de Ciencias Clinicas de la Universidad de Las

Palmas de Gran Canatria.

1. SUJETOS DEL ESTUDIO

1.1. UNIVERSO

El universo de este estudio lo han constituido todos los habitantes de la zona
de referencia del CHUIMI, que incluye: Centros de Salud de Gran Canaria (Cono
Sur, San Roque, Poligono de San Cristdbal, San José, Triana, Miller Bajo, Tafira, El
Calero, San Gregorio, San Juan, Las Remudas, Telde, Jinamar, Valsequillo, Ingenio,
Aguimes, Vecindario, Tirajana, Maspalomas y Mogan), e Isla de Fuerteventura. En
total, la poblacion de referencia la forman 395.155 habitantes de ambos sexos,

segun censo del 2007 (fecha de inicio del estudio).

1.2. SELECCION DE CASOS

Para este estudio, se incluyeron a todos los casos incidentes y
prevalentes de cancer de vejiga, mayores de 14 afos, que pertenecian al area de
referencia del CHUIMI. El estudio se llevé a cabo entre febrero del 2007 y agosto del
2009 en el Servicio de Urologia del CHUIMI para el tratamiento y seguimiento de
cancer vesical. Previamente a la cirugia se contact6 con los pacientes seleccionados
para solicitarles su colaboracion en el estudio, y la firma del documento de
“Consentimiento Informado” (ver Anexo | de la presente Tesis Doctoral), revisar los
criterios de inclusién y no exclusién, cumplimiento del cuestionario y extraccion de
muestra de sangre. Para la recoleccion de datos, se elabor6 un cuestionario basado
en los factores de riesgo conocidos para el cancer de vejiga. Posteriormente a la
entrevista y extraccion de sangre, se confirmé el diagndstico clinico de céancer de

vejiga mediante los resultados del analisis histopatoldégico de los tejidos obtenidos en
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quiréfano segun rutina del Servicio de Urologia. En todos los casos se confirmé el
diagnéstico de cancer de vejiga mediante estudio histolégico, por lo que no se
excluyd a ninguno de los participantes por este motivo. Solo 2 casos rechazaron la
participacion en el trabajo por expreso deseo de no realizarse extraccion de sangre

alguna. Asi, el numero final de casos quedd establecido en 140.

Los criterios de inclusion fueron:
e Caso incidente o prevalente de cancer de vejiga
e Edad mayor de 14 afios

e Pertenecer al area de referencia del CHUIMI

Los criterios de exclusion fueron:
e Cancer de vejiga secundario a otro tumor (caso secundario)
e Residencia actual fuera de la zona de referencia del CHUIMI
¢ Negativa a participar en el estudio
e Dificultad para la comprension del cuestionario (dificultades idiométicas y/o
cognitivas)

e Imposibilidad de obtener muestra de sangre u orina

1.3. SELECCION DE CONTROLES

Se incluyé un control hospitalario por cada caso incluido, apareados
individualmente por sexo y area de residencia. Los controles del estudio se
seleccionaron de un listado predefinido de diagnosticos de enfermedades no
oncologicas y no asociadas a los factores de riesgo conocidos de cancer vesical ni a

la exposicién a contaminantes.

Los criterios de inclusion fueron:
e Diagnostico de ingreso NO relacionado con los factores de riesgo conocidos de
cancer vesical. Por ejemplo: traumatismos y otros problemas ortopédicos,
cirugia menor, hernias, otra cirugia abdominal, problemas dermatoldgicos,

problemas oftalmoldgicos, y otras enfermedades.
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e Diagnéstico de ingreso NO relacionado con los factores de riesgo conocidos de
exposicion a contaminantes (intoxicacion aguda o cronica por pesticidas)
e Edad mayor de 14 afios

e Pertenecer al area de referencia del CHUIMI

Los criterios de exclusion fueron:

e Diagndstico previo de cancer de cualquier origeng

e Antecedentes de hematuria

e Residencia actual fuera de la zona de referencia del CHUIMI

e Negativa a participar en el estudio

e Dificultad para la comprensién del cuestionario (dificultades idiomaticas y/o
cognitivas)

e Imposibilidad de obtener muestra de sangre y orina

Tabla 5. Distribuciébn de servicios y motivos de
ingreso de los CONTROLES (n=206)

Servicio hospitalario n %
Servicio Médico 96 46,6
Servicio Quirdrgico 53 25,7
Servicio Médico-quirurgico 57 27,7
Motivo de ingreso

Cardiovasculares 50 24,3
Infecciosas 41 19,9
Litiasis 54 26,2
Traumatismos 40 19,4

La mayoria de los controles incluidos en esta Tesis Doctoral procedian de
Servicios Médicos (46,6%). Asi mismo, los motivos de ingreso mayoritarios fueron
por litiasis (26,2%) y afectaciones cardiovasculares (24,3%). La Tabla 5 recoge de

manera detallada el resto de informacion a este respecto.
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2. DISENO

El presente trabajo de Tesis se ha diseflado como un estudio de casos y
controles de base hospitalaria. Para la recoleccion de datos, se elaboré un
cuestionario (cuestionario contenido en el Anexo Il de esta Tesis Doctoral). Dicho
cuestionario estuvo basado en los factores de riesgo conocidos para la génesis y
desarrollo de cancer vesical, en el cuestionario desarrollado para el estudio
EPICURO vy por ultimo en la hoja de recogida de datos de la Encuesta Nutricional de
Canarias (Estudio ENCA).

Para evaluar el nivel de comprensibilidad de las preguntas, se llevo a cabo un
estudio piloto en una muestra de pacientes ingresados en el Servicio de Urologia del
CHUIMI. El cuestionario se suministré por un profesional sanitario especificamente

formado.

Para la seleccion de casos, un miembro del Servicio de Urologia del CHUIMI
revisé, de lunes a viernes, la lista de pacientes programados para cirugia o revision

en Pruebas Funcionales de Urologia para cistoscopias.

Una vez seleccionados los sujetos incluidos en el estudio, el autor de esta
Tesis o personal de enfermeria previamente adiestrado informaba a los mismos del
objetivo del estudio y sus pormenores, y les facilitaba el documento de
“Consentimiento informado”. Dicho consentimiento, aprobado por la Comision de
Etica de este Complejo Hospitalario se muestra en el Anexo |. A continuacién se les
explicaba el cuestionario que debian contestar (ver Anexo IlI) y se aclaraban las
dudas al respecto, dando tiempo al paciente para que lo cumplimentara

adecuadamente.
Se ha de resaltar que la correcta cumplimentacioén del cuestionario es uno de

los pasos criticos en un estudio de casos y controles. Como ya se ha dicho el sesgo

de informacién es uno de los principales problemas que se plantea en este tipo de

83



estudios. Puesto que los casos se reclutan Unicamente una vez presentan la
enfermedad, con frecuencia refieren cualquier exposicion de forma mas cuidadosa y
detallada por la natural tendencia a hallar una explicacion a su padecimiento. Otro
problema adicional es que el entrevistador no es ciego a la situacion de caso o
control del paciente entrevistado, por lo que puede contribuir de forma inconsciente a
diferencias sistematicas en la informacion procedente de casos y controles (por

ejemplo mediante una entrevista mas intensa a los casos).

En nuestro estudio, mediante entrevista directa y cuestionario se recogieron
datos demograficos y socioecondmicos (edad, sexo, actividad profesional,
procedencia geogréfica, lugar de residencia los ultimos cinco afios, nivel cultural y
social, etc.), datos antropométricos (peso y talla), antecedentes personales y
familiares (de patologias tumorales u otras enfermedades), datos sobre habitos
(tabaco, alcohol, consumo de agua, café y otras bebidas, etc.).

Por cada caso incluido, se selecciond un control emparejado por sexo, y area
de residencia, tal y como ya se ha dicho. Para ello, se revisaron diariamente los
pacientes ingresados en los servicios de cirugia general, oftalmologia,
traumatologia, dermatologia, neurocirugia y cirugia mayor ambulatoria del CHUIMI.
Se procedid a la selecciéon de aquellos controles que cumplian los criterios de

inclusion y no exclusion.

Una vez incluidos los pacientes (casos y controles) definitivamente en el
estudio se procedia a la recogida de una muestra de sangre por parte del personal
de Enfermeria del Servicio de Urologia del CHUIMI. Las muestras se mantuvieron
refrigeradas en tubos de vidrio con oxalato célcico, hasta su centrifugacién (3000 x
g) para la obtencion de suero por el autor de esta Tesis. En ningun caso
transcurrieron mas de 8 h. entre la recogida de la muestra y la obtencion de suero.
El sobrenadante (elementos formes) y cada una de las muestras de suero fueron
entonces cuidadosamente etiquetadas mediante el n° de Historia Clinica del
paciente y trasladadas al Laboratorio de Toxicologia del Departamento de Ciencias

Clinicas de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, donde se llevd a cabo
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de forma inmediata la extraccién de ADN en los sobrenadantes (en aquellos casos y
controles que se incluyeron en el estudio de polimorfismos), mientras que las
restantes muestras de suero permanecieron congeladas a -80 °C hasta la realizacion
del analisis toxicologico. El personal del laboratorio desconocia la identidad de las

muestras, para asegurar que los analisis se realizaban de manera ciega.

3. VARIABLES

Se recogieron las siguientes variables que fueron codificadas de la siguiente
forma en una base de datos disefiada al efecto:

3.1. VARIABLES DEMOGRAFICAS

Datos administrativos:

N° de historia clinica: Unico en el hospital. Se comprobaba en cada caso que a
la persona entrevistada correspondian nombre, apellidos y numero de
seguridad social.

Fecha de la entrevista (fecha entrada en el estudio): recogida como
dd/mm/aaaa.

Servicio responsable del ingreso actual y motivo de ingreso: segun criterio del
médico responsable del paciente.

Edad: recogida como fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa).

Sexo (1 = varon; 2 = mujer).

Talla actual en centimetros: habitualmente registrada por el servicio de
anestesia, o en su defecto, en el momento de la entrevista.

Peso actual en kilogramos: registrada por el servicio de anestesia, 0 en su
defecto, en el momento de la entrevista (recogida hasta decigramos).

Domicilio actual: en el cual residia al menos durante el dltimo afo,
comprobandose asi el cumplimiento de ese criterio de inclusion. Se procedio a

codificar el lugar de residencia de la siguiente forma: area urbana (>100.000
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habitantes), area semirrural (10.000-100.000 habitantes) o area rural (<10.000
habitantes).

Domicilios anteriores en los que residid mas de un afo (codificado segun area
urbana (>100.000 habitantes), semirrural (10.000-100.000 hab) o Rural
(<10.000 hab)).

Los datos demograficos de la poblacién control estan resumidos en la Tabla 6.
De los 206 individuos incluidos, 168 eran hombres (81,6%). La media de edad de la
poblacién control fue de 65.1 afios, estando casi un tercio de la misma contenida en
el segmento de edad comprendido entre los 61 y los 70 afios (64 individuos). El peso
medio fue de casi 76 kilogramos, mientras que la estatura media de la poblacion
control fue de 169 centimetros. Asi, mas de la mitad de la poblacion registrd un
indice de masa corporal (IMC) comprendido entre los 25 y los 29,99 kg/m? (107
individuos, 51,1%), que es considerado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como sobrepeso. La mayoria de los individuos eran de la isla de Gran
Canaria y habitan en entornos urbanos (161 sujetos, 78,2%) con mas de 100.000

habitantes.

Los datos demograficos de la poblacion de casos estan resumidos en la Tabla
7. La edad media de los casos era de 66.7 afos, siendo la mayoria de ellos varones
(85,7%). La mitad de la poblacion presentaba sobrepeso (70 sujetos, 50%), vivia en
la isla de Gran Canaria y habitaba entornos urbanos.
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Tabla 6. Andlisis descriptivo de las variables demogréficas de la poblacion control (n = 206)

Variable N (%) Media £ SD Mediana (Rango)
Sexo

Hombre 168 81,6

Mujer 38 184

Edad (afios) 65,1 + 13,2 67 (37-93)
<50 40 194

51-60 29 141

61-70 64 31,1

71-80 45 21,8

>80 28 13,6

Peso (Kg) 75,9+12.1 72,5 (49-120)
Altura (cm) 169 + 8,3 170 (150-188)
IMC (Kg/m2) 26,3+3,3 25,9 (19-40)
<20 2 1,0

20-24.99 72 350

25-29.99 107 51,9

>30 25 121

Isla

Gran Canaria 202 98,1

Fuerteventura 4 1,9

Entorno

Rural 7 3,4

Semirural 38 184

Urbano 161 78,2

Abreviaturas: SD, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal.
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Tabla 7. Andlisis descriptivo de las variables demograficas de la poblacion de casos (n =

140)

Variable N (%) Media + SD Mediana (Rango)
Sexo

Hombre 120 85,7

Mujer 20 14,3

Edad (afos) 66,7 + 12,1 67 (41-92)
<50 13 9,3

51-60 30 21,4

61-70 42 30,0

71-80 36 25,7

>80 19 13,6

Peso (Kg) 78,6 £11,5 79,0 (56-120)
Altura (cm) 172 £ 6,7 172 (153-189)
IMC (Kg/m2) 26,4+ 3,6 25,8 (19-41)
<20 2 1,4

20-24.99 51 36,4

25-29.99 70 50,0

>30 17 12,1

Isla

Gran Canaria 134 95,7

Fuerteventura 6 4,3

Entorno

Rural 4 2,9

Semirural 34 24,3

Urbano 102 72,9

Abreviaturas: SD, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal.
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3.2. FACTORES DE RIESGO

Se preguntd sobre las profesiones que han demostrado asociacion con el uso
de contaminantes organicos persistentes: agricultura, industria quimica,
conductor/maquinista, pintor y turismo. Profesiones que el individuo ejercio
durante mas de un afo, a lo largo de su vida profesional.

Asi mismo se preguntd sobre el uso de pesticidas en el tiempo libre codificando
esta variable en: con frecuencia, esporadicamente o nunca.

Se interrogd sobre el habito tabaquico actual y pasado haciendo uso del
cuestionario validado por la OMS.

Se preguntd con qué frecuencia acostumbra a tomar una serie de bebidas,
debiendo responder si no los toma nunca (n), diariamente (d), semanalmente
(s), mensualmente (m) o anualmente (a) y cuantas veces los toma: Bebidas
refrescantes con gas (1 vaso), bebidas refrescantes sin gas (1 vaso), café
normal-con cafeina (1 taza), café descafeinado (1 taza), té (1 taza), cerveza (1
vaso), vino (1 vaso); otras bebidas alcoholicas (1 copa), agua del grifo (1 vaso),
agua mineral sin gas (1 vaso), agua mineral con gas (1 vaso).

Por ultimo, se interrogd sobre el antecedente familiar en parientes de primer

grado de cancer vesical o vias urinarias.

La Tabla 8 contiene una descripcion de los factores de riesgo para cancer
vesical determinados en esta Tesis Doctoral para la poblacién control. Mas de un
tercio de los sujetos (70,34%) realizaban alguna de las profesiones consideradas de
riesgo para el desarrollo de cancer vesical. De ellas, las mas comunmente
realizadas eran las de agricultor (13,6%) y choéfer (9,7%). Unicamente el 16% de los
individuos (n = 33) hacia uso de pesticidas, siendo la frecuencia de utilizacién de los
mismos baja. El 35% de los sujetos (n = 72) se declaré6 como no fumador en el
momento de la recogida de los datos. De entre los fumadores, destacar que la media
de afos fumando fue de 45,8 afios, con un consumo medio de cigarrillos diario de
15,7. El nimero de paquetes al afio es una manera de registrar la intensidad del
habito tabaquico. Asi, la media de paquetes al afio para la poblacion control fue de
37,5 (rango 3-300). La ingesta media de liquidos al dia fue de 1063,2 ml.
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Unicamente 23 sujetos (11,2%) declar6 consumir mas de 1,5 litros de liquidos al dia.
El agua mayoritariamente consumida era la embotellada sin gas, tomada por el
67,0% de los sujetos (n = 138) con una media de ingestion de 219,4 ml al dia.
Unicamente un individuo declaré haber tenido un familiar en primer grado con cancer

vesical.

La Tabla 9 contiene una descripcion de los factores de riesgo para cancer
vesical en la poblacion de casos. Casi la mitad de los sujetos (66, 47,1%) realizaban
alguna de las profesiones consideradas de riesgo. Las mas comunmente realizadas
eran las de agricultor (18,6%) y chéfer (17,9%). El porcentaje de individuos que
hacia uso de pesticidas fue del 23.6% (n = 33), siendo la frecuencia de utilizacion de
los mismos baja en cualquier caso. Solo el 15,7% de los sujetos (n = 22) se declaro
como no fumador en el momento de la recogida de los datos. De entre los
fumadores, la media de afios fumando fue de 48,3 afios, con un consumo medio de
cigarrillos diario de 15.8. El numero de paquetes al afio fue de 36.6. La ingesta
media de liquidos al dia fue de 1028,1 ml. Solo 17 sujetos (12,1%) declaré consumir
mas de 1,5 litros de liquidos al dia. El agua mayoritariamente consumida era la
embotellada sin gas, tomada por el 68,6% de los sujetos (n = 96) con una media de
ingestion de 508,5 ml al dia. Diez individuos (7,1%) declararon haber tenido un

familiar en primer grado con cancer vesical.
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Tabla 8. Descripcion de factores de riesgo de la poblacion control (n = 206)

Variable N (%) Media £ SD Mediana (Rango)

Profesion de riesgo

Si 70 34,0

Agricultura 28 13,6

Industria Quimica 6 2,9

Chofer 20 9,7

Pintor 3 15

Turismo 14 6,8

No 136 66,0

Uso de pesticidas

Si 33 16,0

Frecuencia (>1 vez/mes) 11 53

No 173 84,0

Habito tabaquico

No fumador 72 350

Exfumador 25 12,1

Fumador 109 52,9

N° de cigarrillos 15,7 £ 14,7 15 (1-100)
Paquetes/afio* 37,5+42,8 30 (3-300)
Afios fumando** 458+ 12,4 46 (17-75)
Ingesta de liquidos 1063,2 + 387,4 998,8 (435-2785)
21,5 litros/dia 23 11,2

Agua del grifo (ml/dia) 42 20,4 92,8 + 207,6 0 (0-1200)
Agua embotellada sin gas (ml/dia) 138 67,0 469,9 %4229 600 (0-2000)
Agua embotellada con gas (ml/dia) 64 31,1 219,4+359,9 0 (0-1600)
Café con cafeina 126 61,2

Antecedentes cancer vesical 1 5

Abreviaturas: SD, desviacion estandar; IMC, indice de masa

corporal.
Calculado como: (n° de cigarros x afios fumando) / 20.

** Calculado como: edad — edad de inicio del habito tabaquico.
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Tabla 9. Descripcion de factores de riesgo de la poblacién de casos (n = 140)

Variable N (%) Media = SD

Mediana (Rango)

Profesion de riesgo

Si 66 47,1
Agricultura 26 18,6
Industria Quimica 5 3,6
Chofer 25 179
Pintor 8 5,7
Turismo 9 6,4

No 74 52,9

Uso de pesticidas

Si 33 23,6
Frecuencia (>1 vez/mes) 9 6,4
No 107 76,4

Habito tabaquico

No fumador 22 157

Exfumador 54 38,6

Fumador 64 45,7

N° de cigarrillos 15,8 £ 16,5
Paquetes/ano* 36,6 £+ 41,0
Afos fumando** 48,3 + 13,0
Ingesta de liquidos 1028,1 £ 389,0
21.5 litros/dia 17 121

Agua del grifo (ml/dia) 36 25,7 128,6 2435

Agua embotellada sin gas (ml/dia) 96 68,6 508,5+459,8
Agua embotellada con gas (ml/dia) 36 25,7 157,1+ 320,7
Café con cafeina 101 72,1

Antecedentes cancer vesical 10 7,1

10 (1-100)

26 (2-220)

49 (21-80)
985 (153-2135)

0 (0-1200)
600 (0-2000)
0 (0-2000)

Abreviaturas: SD, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal.

** Calculado como: (n° de cigarros x afios fumando) / 20.

* Calculado como: edad — edad de inicio del habito tabaquico.
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3.3. VARIABLES CLINICAS (Solo entre los casos)

El diagnostico de céancer vesical se confirmaba con biopsia valorada e
informada desde el Servicio de Anatomia Patoldgica del Complejo Hospitalario
Universitario Insular Materno Infantil. La clasificacion TNM se realiz6 de acuerdo a
las directrices dadas por la OMS del 2002. Se recogi6 la anatomia patolégica de la
altima reseccion transuretral de vejiga o de la cistectomia. La Tabla 10 muestra la
distribucion de las principales variables histolégicas de los tumores de los pacientes.
La mayoria de los tumores (n = 79, 56,4%) no invadian la lamina propia de la vejiga
(Ta), que constituye el tipo de tumor mas agresivo. Tras él, el tamafio tumoral T1 fue
el mas frecuentemente detectado (n = 36, 25,7%). Esto hace que la mayoria de los
pacientes fueron detectados en estadios bastante precoces de la enfermedad. De la
misma forma, solo dos pacientes presentaban afeccion de ganglios linfaticos (N1 y
N2). Ninguno de ellos presentd metastasis en el momento del diagndstico. La
mayoria de los tumores estaban moderadamente diferenciados (Gll, n = 77, 55,0%),
aunque un 28,6% de los casos presentaban tumores pobremente diferenciados
(GI).

3.3.1. Tratamiento de los pacientes.

Todos los pacientes fueron diagnosticados mediante ecografia, urografia
intravenosa, cistoscopia o mediante la combinacion de estas técnicas. No se realizé
en ningun caso diagnéstico por biopsia. Los pacientes una vez diagnosticados
fueron remitidos a cirugia y tratados mediante reseccion transuretral de vejiga. El
paciente era sometido a raquianestesia y en posicion de litotomia se procedio a la
reseccion del tumor haciendo uso de un resector por via uretral. La pieza quirdrgica

era posteriormente remitida al Servicio de Anatomia Patoldgica para su analisis.

Los pacientes N+ o con tamafos tumorales mayores a T2, eran sometidos a
cistectomia radical, técnica quirdrgica de cirugia abierta en la que se extirpaba por
completo la vejiga, la prostata o el Gtero (segun sexo del paciente), las vesiculas

seminales u ovarios (segun sexo del paciente) y los ganglios linfaticos.
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Tabla 10. Descripcion de las variables patolégicas

Variable N (%)

Tamarfo tumoral (T)

In situ 1 0,7
Ta* 79 56,4
Tl 36 25,7
T2 17 12,1
T3 2 1,4
T4 2 1,4
ND** 3 2,1
Afeccion de ganglios (N)

NO 138 98,6
N1 1 0,7
N2 1 0,7
Metastasis (M)

MO 140 10,0
M1 0 0
Grado de diferenciacién (G)

| 19 13,6
[l 77 55,0
1 40 28,6
ND 4 2,9

Abreviaturas:
Ta*: tumor que no invade la lamina propia;

ND**: no determinado.
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3.4. VARIABLES ANALITICAS

3.4.1. Andlisis de los niveles de contaminantes ambientales (plaguicidas
organoclorados, bifenilos policlorados e hidrocarburos arométicos policiclicos) en
suero.

La determinacién de los contaminantes organicos persistentes se realizé a
partir del suero tomado tanto en las muestras del grupo control como de casos. Se
determind un total de 52 contaminantes distintos tal y como se detalla en el Anexo lll

de esta Tesis Doctotal.

La determinacion de los niveles séricos de los contaminantes ambientales
incluidos en este estudio se llevd a cabo mediante Cromatografia de Gases (GC)
acoplada a Espectrometria de Masas de simple Cuadrupolo (GC-MS) tras extraccion
previa de los mismos mediante extraccién en fase sélida (SPE) empleando para ello
la metodologia estandarizada y puesta a punto por investigadores del Grupo de
Investigacion en Medio Ambiente y Salud del Departamento de Ciencias Clinicas de

esta Universidad.

En el procedimiento de extraccion en fase sélida de los contaminantes del
suero, se sometieron las alicuotas de suero (2 ml) a una extraccion mediante
columnas C18 (200 mg (3 ml) Chromabond® C18ec columns (Macherey-Nagel,
Alemania), previamente acondicionadas con metanol (3 ml) y agua ultrapura (3 ml)
bajo vacio a un flujo de 1,5 ml/min. Las columnas C18 se montaron en una estacion
de vacio (Waters Corporation, EE.UU.) y se hizo pasar la muestra a un flujo de 0,5
ml/min. Posteriormente, las columnas se lavaron con 3 ml de agua al 5% de metanol
y las columnas fueron desecadas bajo vacio durante 15 min. Los contaminantes
retenidos en la columna fueron eluidos mediante 2 lavados consecutivos con 2 ml de
diclorometano. El solvente obtenido tras la extraccion se evaporé a sequedad
mediante corriente de nitrdgeno, para ser posteriormente solubilizado en 200ul of
ciclohexano, que fue la muestra empleada en el analisis cromatografico (Luzardo y

cols. 2009; Henriquez-Hernandez y cols. 2011a).
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Los analitos cuantificados en el presente estudio incluyen:

1. Los 16 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) mas prevalentes y
de mayor relevancia ambiental que son el naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, antraceno, fenantreno, fluoranteno, pireno,
benzo[a]lantraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, benzolk]fluoranteno,
benzo[a]pireno, indenol[1,2,3,-c,d]pireno, dibenzol[a,h]antraceno,

benzo[g,h]perileno.

2. Los plaguicidas organoclorados (POCs), tipo difenilalifaticos: como
metoxicloro y difeniltricloroetano (p,p’-DDT) y sus metabolitos
difenildicloroetileno (p,p’-DDE), y difenildicloroetano (p,p’-DDD); el
contaminante ambiental altamente persistente y acumulativo
hexachlorobenceno (HCB); los cuatro isémeros derivados del
hexaclorociclohexano (alfa-, beta-, gamma- y delta-HCHS); los
ciclodienos dieldrin, aldrin, endrin, heptacloro (y sus metabolitos),
mirex, clordano (isbmeros cis y trans) y endosulfan (isémeros alfa y
beta).

3. Los principales congéneres de bifenilos policlorados (PCBs; n° IUPAC:
#28, 52, 77, 81, 101, 105, 114, 118, 123, 126, 138, 153, 156, 157, 167,
169, 180 y 189). Este grupo de PCBs cuantificados en este trabajo
incluye dos grupos: de un lado aquellos congéneres mas prevalentes y
gue se consideran marcadores de contaminacion ambiental por PCBs y
gue son los denominados PCBs-Marcadores (M-PCBs; congéneres
#28, 52, 101, 118, 138, 153 y 180); y por otro lado hemos incluido en
este estudio los PCBs de accion similar a las dioxinas (dioxin-like
PCBs; DL-PCBs: #77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157, 167, 169
y 189).

Se realizaron célculos previos de recuperacion de estos analitos en muestras

de suero “blancas”, contaminadas con mezclas de los mismos a dos
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concentraciones conocidas diferentes, obteniéndose valores de recuperacién de
entre 89-107% para los PAHs, >85% para todos los POCs y de un 87-101% para los

congéneres de PCBs.

Los analisis cromatograficos para la determinacion de COPs fueron realizados
en un cromatégrafo de gases acoplado en tAndem a un espectrémetro de masas de
simple cuadrupolo Thermo-Finnigan TRACE DSQ (GC/MS), tal y como ha sido
previamente descrito (Luzardo y cols. 2009). Se inyectdé un volumen de 2 pl de los
estandares o muestras en modo splitless. Se realizaron 3 analisis cromatograficos
por muestra, con el fin de obtener los espectros de masas en dos modos de
ionizacion diferentes. Las temperaturas del horno del cromatografo se programaron
de la siguiente manera: inicialmente la temperatura fue de: 80°C durante 1 min,
seguido de un incremento de 10°C/min hasta alcanzar los 300°C, temperatura a la
gue permanecié durante 9 minutos mas. En total cada carrera cromatografica dur6
30 minutos. En ese punto las compuertas traseras del horno se abrieron y el
ventilador se puso en marcha permitiendo el enfriamiento de la camara hasta 80°C,
dejandolo preparado para un nuevo analisis. La temperatura del puerto de inyeccion
Split/splitless del cromatdgrafo se programd a 250°C con el fin de facilitar la
volatilizacion de todos los analitos objeto de estudio, incluidos aquellos con mayor
namero de atomos de cloro en su estructura. La temperatura de la linea de
transferencia que conecta el cromatografo con el espectrometro de masas se

programé a 310°C.

Para los congéneres de PCBs 28, 52, 101, y 118, para los PAHs y para los
POCs 2,4-DDT, 4,4-DDT, 2,4-DDE, 4,4-DDE y metoxicloro, los espectros de
masas se obtuvieron en el modo de ionizacion por impacto electrénico (GC/EIMS) a
70 eV, con una temperatura de la fuente de iones de 200°C.

Para el resto de COPs incluidos en este estudio los espectros de masas se
obtuvieron en el modo de ionizacién quimica negativa (GC/NCIMS), usando metano
como gas de ionizacion, a un flujo de 2,5 ml/min, en dos carreras cromatograficas

diferentes. La primera se hizo para la obtencién de datos correspondientes a los
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siguientes analitos: aldrina; dieldrina; endrina; heptacloro; cis-clordano; trans-
clordano; alfa endosulfan; beta endosulfan; alfa hexaclorociclohexano; beta
hexaclorociclohexano; lindano; delta hexaclorociclohexano; hexaclorobenceno. La
segunda carrera cromatografica en modo GC/NCIMS se realiz6 para la obtencion de
datos de los congéneres de PCBs 77, 81, 105, 114, 123, 126, 138, 153, 156, 157,
167, 169, 180 y 189.

El espectrometro de masas se programo para que realizara la adquisicion de
datos en el modo de monitorizacion de iones seleccionados (SIM). Con el fin de
lograr la maxima sensibilidad para cada analito la adquisicién de datos se programo
por segmentos de tiempo, de manera que en cada segmento se incluyera la
adquisicion de datos para un maximo de 2 analitos, si bien para la mayor parte de

ellos la adquisicién se hizo de forma individual.

Para el estudio de los tiempos de retencién en columna de cada compuesto
de interés, la seleccidon de los iones a monitorizar y las abundancias relativas de los
mismos, se hizo un estudio previo con patrones certificados individuales de cada

analito.

Los patrones se inyectaron en el cromatégrafo de forma individual bajo las
mismas condiciones cromatograficas que se usarian posteriormente en el analisis de
muestras y en ambos modos de ionizacién, con el fin de determinar cuéles eran las
condiciones optimas de sensibilidad para cada uno de ellos. De esta manera se
inyecto en el cromatografo 2 pl de una solucion preparada a 1 pg/ml en ciclohexano
de cada analito o estandar interno utilizado en este estudio. La adquisicion de datos
del espectrometro de masas se programd en este caso en el modo de barrido
completo en rango de 50 a 600 m/z. Partiendo de los espectros de masas obtenidos
se seleccionaron 3 iones caracteristicos para cada analito. Se seleccion6 como i6n
cualificador aquel que presentaba una abundancia del 100% y se calcularon las
abundancias relativas de los iones seleccionados para confirmacién y cuantificacion

con respecto a éste.
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Consideramos como limite de cuantificacién (LOQ) un valor 5 veces superior
al limite de deteccion (LOD) de cada analito. El LOQ fue de 0.05 mg/ml para los
PAHSs, de 0,01 ng/ml para el 2,4-DDT, 4,4’-DDT, 2,4'-DDE, 4,4-DDE, metoxicloro y
PCBs 28, 52, 101, 118 y 138, de 0,005 ng/ml para los PCBs 153 y 180, y de 0,001
ng/ml para el resto de los analitos.

La cuantificacion se baso en el factor resultante de dividir el area del analito
por el area del estandar interno y se realizo frente a una recta de calibrado de 6
puntos a partir de muestras de suero fortificadas en un rango de concentraciones
qgue fue desde el LOQ de cada analito hasta 20 ng/ml. Para la cuantificacion se us6
el programa Xcalibur version 2.11 de ThermoFisher Scientific Corporation (San Jose,
EE.UU.).

3.4.2. Factor de crecimiento dependiente de insulina tipo | (IGF-1) proteina

transportadora tipo 3 del factor de crecimiento dependiente de insulina (IGFBP-3)

El factor de crecimiento para la insulina | fue determinado mediante medicion
cuantitativa en suero heparinizado de los pacientes haciendo uso de un analizador
IMMULITE 2000®. Se trata de una prueba inmunométrica quimioluminiscente

marcada enzimaticamente, de fase soélida.
La medicion cuantitativa de IGFBP-3 se realiz6 de la misma manera en un

IMMULITE 2000® siguiendo las instrucciones del fabricante, en el Servicio de

Andlisis Clinico del Hospital Universitario Insular de Gran Canaria.
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3.5. VARIABLES GENETICAS

El ADN se extrajo a partir de la muestra de sangre de cada paciente,
haciendo uso de un kit especifico de aislamiento de ADN de sangre de mamiferos
(Roche, Indianapolis, IN). Tras el aislamiento, se procedié al cuantificado y posterior

conservado de la muestra a -20°C.

La determinacion de los polimorfismos GSTM1 y GSTT1 se realizé por PCR
de tipo multiplex segun lo previamente publicado por Kim y cols. haciendo uso de la
pareja de primers detallada en la Tabla 11 (Kim y cols. 2000). Un total de 100 ng de
ADN se amplificaron en un volumen total de reaccién de 25 [l tal y como se detalla a
continuacion: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos; amplificacion con
35 ciclos a 94°C durante 45 segundos, 60°C durante 45 segundos y 74°C durante 45
segundos; y una fase de elongacion final a 74°C durante 5 minutos. Se introdujo un
control interno amplificando el gen beta-2-microglobulina (beta,m). El genotipado de

GSTM1 y GSTT1 no se realizo si no amplificaba correctamente el control interno.

Tabla 11. Detalles técnicos de la PCR-RFLP
Producto Enzimade Producto

Gen Polimorfismo Primers (5’-3) de PCR restriccion digestion
(bp) (T?) (bp)
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC ) = 210
GST GSTM1 P°GTTGGGCTCAAATATACGGT
GG
csrr1 TICCTTACTGGTCCTCACATCTC (+) = 473
b CACCGGATCATGGCCAGCA
"TGCTGGTCCTGAAGTTGATCTGT 248 C/C =170,
Sanc Mbo | (37C) 60; TIT =238
MDR1 C3435T oA CATTAGGCAGTGACTCGAT T2,
GAAGGCA '
422 AJA = 422:
a Bgl Il (37C) CIC =264,
ATAAGGGCCTTAGGACACCA
VEGF  A2578C  vGcTACTTCTCCAGGCTCACA et
A/C = 422,
264, 158
beta, aACCCCCACTGAAAAAGATGA 120

m ®PATCTTCAAACCTCCATGATG

beta,m, beta-2-microglobulina; *Forward primer; °Primer Reverso.
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«— 473 bp (GSTTT)

« 210 bp (GSTMI)

« 120 bp (Bym)

Figura 15. Imagen de un gel de poliacrilamida al 9% que muestra el genotipado de GSTM1 y GSTT1.
La ausencia de la banda de 473 pares de bases (bp) indica nulidad para GSTT1; la ausencia de la
banda de 210 bp indica nulidad para GSTM1; el control positivo (beta,m) fue coamplificado en todas
las muestras. Linea M, marcador de peso molecular; linea 1, GSTT1-nulo/GSTM1-nulo; linea 2,
GSTT1-nulo/GSTM1-positivo; linea 3, GSTT1-positivo/GSTM1-nulo; linea 4, GSTT1-positivo/GSTM1-

positivo.

Figura 16. Imagen de un gel de agarosa al 2% que muestra el genotipado del polimorfismo MDR1

C3435T. Linea 1, T/T; linea 2, C/T; linea 3, C/C. Se incluye ademas el marcador de peso molecular.
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El polimorfismo C3435T del gen MDR1 y el polimorfismo A2578T del gen
VEGF se determinaron por PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism)
segun lo previamente publicado (Kim y cols. 2005; Henriqguez-Hernandez y cols.
2009). Las condiciones de la PCR para el polimorfismo MDR1 C3435T fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos; amplificacion con 35
ciclos a 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 30
segundos; y una fase de elongacion final a 74°C durante 4 minutos (Henriquez-

Hernandez y cols. 2009).

Las condiciones de la PCR para el polimorfismo VEGF A2578T fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos; amplificaciéon con 35
ciclos a 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 30
segundos; y una fase de elongacion final a 74°C durante 8 minutos (Kim y cols.
2005). Para ambos polimorfismos, el amplicon generado fue posteriormente digerido
con la enzima de restriccion adecuada (New England BiolLabs, Ipswich, MA), tal y
como se detalla en la Tabla 10. El producto de digestion se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa de tipo low melting al 2-3% con bromuro de etidio
(Pierce, Rockford, IL), y posterior visionado bajo luz ultravioleta haciendo uso de un
Sistema ChemiDoc (Bio-Rad, Hercules, CA). El resto de los materiales usados en
las reacciones de PCR fueron suministrados por Applied Biosystems (AmpliTaq Gold

polimerasa, oligonucledtidos, 10X buffer de reaccion).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los formularios de recogidas de datos, han sido informatizados en una base
de datos disefiada al efecto, manteniendo en todo momento la confidencialidad de
los pacientes. La clasificacion de los pacientes, como caso o control, se ha realizado

de tal manera que se asegure el ciego de la persona que ha analizado dichos datos.
Los analisis estadisticos de la presente Tesis Doctoral se han llevado cabo

con el programa informatico Statistical Package for Social Sciences (SPSS; version
17.0; SPSS, Chicago, IL).
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Las variables estudiadas han sido de dos tipos: continuas y discretas. Se
estudio si las variables continuas se ajustaban o no a una distribuciéon normal
haciendo uso del test de Kolmogorov-Smirnov. El ajuste de las variables continuas a

la distribucién normal condiciona los subsecuentes anélisis estadisticos.

Las variables continuas se expresan mediante media (desviacion tipica) si
siguen una distribucion normal o mediante medianas (rango intercuartil, percentiles
25y 75) si siguen una distribucion asimétrica. Las diferencias de las medias de dos
0 mas variables de distribucion normal se llevaron a cabo mediante la prueba t de
student (t-test) o prueba ANOVA segun se compararan dos o mas variables. Para
variables continuas de distribucién no normal, los test estadisticos empleados para
determinar diferencias significativas entre ellas fueron U de Mann-Whitney y H de
Kruskal-Wallis, segun se usaran dos o mas variables de agrupacion.

Las variables categdricas se expresan mediante porcentajes. Las diferencias
en estas variables entre casos y controles se evaluaron mediante la prueba de Chi-
cuadrado (X°). En concreto, la prueba de x? se empleé para determinar diferencias
en frecuencias alélalicas entre casos y controles en el analisis de polimorfismos.

2

Ademas este test deg “ se empled en el andlisis de polimorfismos también para

determinar la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg.

El coeficiente de correlacion de Pearson o de Spearman se usé cuando se

estudio la correlacion entre variables continuas.

Para valorar el potencial efecto de los contaminantes o alguna de las otras
variables estudiadas (por ejemplo el consumo de café o el habito tabaquico) sobre el
riesgo de padecer cancer de vejiga, se emplearon métodos multivariantes basados
en modelos de regresion logistica multinomial ajustando por las covariables
adecuadas segun se precisara, para asi calcular la “odds ratio” y su correspondiente

intervalo de confianza al 95%.
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Todos los andlisis fueron de dos colas y se consideraron significativos si el

valor de p era menor de 0,05.

3.7. DIFICULTADES Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal limitacion de los estudios de casos y controles, es la presencia de
sesgos. Entre ellos destacan: sesgo de seleccidon, sesgo de clasificacion y efectos

indeseables del emparejamiento.

Sesgo de seleccidon: es un sesgo frecuente cuando los casos son personas
ingresadas en hospital, ya que es posible que soélo una proporcion de los
diagnésticos de cancer vesical se hagan en el servicio de urologia del CHUIMI
mientras que el resto de los casos de cancer vesical acudan preferentemente a otros
centros. Podria surgir un problema si el hecho de que un paciente con cancer vesical
acudiera al servicio de urologia del CHUIMI estuviera relacionado con la exposicion
del estudio. Sin embargo, debido a que la exposicién fundamental del estudio es la
exposicidbn a pesticidas, y dicha exposicion esta generalizada en la poblacion
general, de forma inadvertida, como han demostrado investigadores del presente
estudio, dicho sesgo es muy improbable. Sin embargo, y para minimizar este posible
sesgo, la seleccion de controles fue emparejada por area de residencia, y se
seleccionaron entre personas ingresadas durante el mismo periodo en el CHUIMI
por otras causas y en distintos servicios, excluyendo diagnésticos relacionados
positivamente o negativamente con el factor de riesgo en estudio. Otra posible
limitacion relacionada con un sesgo de seleccion serian las negativas a participar,
generalmente mas frecuentes entre los controles, pudiéndose dar el caso de que el
hecho de no participar esté relacionado con la exposicién. Para evitar esta limitacion,
el encuestador fue un profesional sanitario, lo cual puede reforzar la participacion de
los sujetos (casos y controles) al estar en un ambiente hospitalario. De todas
maneras en la fase de analisis se ha estudiado si se ha introducido algun tipo de
sesgo, comparando respondedores y no respondedores en algunas variables de las

gue se puedan disponer de informacién (sexo, edad, area de residencia).
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Sesgo de clasificacion: si la recogida de informacién estuviera influenciada
por el hecho de alguien sea caso o control, se produciria una distorsion en las
estimaciones, exagerando diferencias en la exposicidon, existan o0 no en la realidad.
Para evitar este sesgo, la recogida de informacion se hizo de la manera mas

sistematica posible, sin explicarle al sujeto cual es la hipotesis principal del estudio.

Efectos indeseables del emparejamiento: los factores de exposicion del
cancer vesical no son del todo bien conocidos. Debido a ello, no se pueden excluir la
presencia de factores de confusion desconocidos en este momento. Para intentar
evitar el efecto de los factores de confusion, se ha realizado un emparejamiento
sexo y area de residencia, y teniendo en cuenta la edad. Este emparejamiento
intenta igualar al grupo de casos y controles en relacién a terceras variables no
conocidas.
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1. CARACTERISTICAS DE LOS SUJETOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

Para la seleccion de casos incluidos en este estudido se contacté con 142
pacientes con cancer vesical (CaV) recién diagnosticado (casos incidentes), pero,
dado que 2 de ellos (1,4%) rechazaron la participacién en el trabajo, por el expreso
deseo de no realizarse extraccion de sangre alguna, el nimero final de casos quedo

establecido en 140.

En relacion a los sujetos que forman el grupo control, la Tabla 12 recoge de

manera detallada la de informacion a este respecto.

Tabla 12. Distribucion de servicios y motivos de
ingreso de los CONTROLES (n=206)

Servicio hospitalario n %
Servicio Médico 96 46,6
Servicio Quirdrgico 53 25,7
Servicio Médico-quirurgico 57 27,7
Motivo de ingreso

Cardiovasculares 50 24,3
Infecciosas 41 19,9
Litiasis 54 26,2
Traumatismos 40 19,4

Como se menciond en la metodologia, se tratdé que los controles hospitalarios

fueran similares a los casos en lo referente a area de residencia, sexo y edad.
Los controles del estudio se seleccionaron de un listado predefinido de
diagnésticos de enfermedades no asociadas, en principio, ni a factores de riesgo

conocidos de CaV ni a exposicion a contaminantes ambientales.

Como se observa en la Tabla 12, la mayoria de controles provenian de
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servicios con actividad médica (46,6%). El origen de los controles de este estudio es
similar al encontrado en otros estudios caso-control de base hospitalaria. Asi, en el
estudio de casos y controles hospitalarios realizado por Michaudy cols, el 30 % de
sus controles provenian de cirugia traumatologica (Michaud y cols. 2007), porcentaje
similar al de nuestro estudio. Aunque el 26% de nuestros controles procedian del
propio servicio de Urologia, el motivo de su ingreso no estaba relacionado con el
CaV, sino con litiasis de cualquier punto del tracto urinario superior. La litiasis no ha
sido asociada con CaV urotelial (Clayson y cols. 1995), lo que en principio valida la
inclusién de este tipo de pacientes como controles
(http://www.uptodate.com/contents/epidemiology-and-etiology-of-urothelial-

transitional-cell-carcinoma-of-the-bladder).

El hecho de que nuestros controles procedan de un entorno variado de
pacientes hospitalarios y sean similares a los utilizados en otros estudios, nos

permite suponer que no existe sesgo de seleccion.

Tal y como puede observarse en la Tabla 13, en cuanto a la distribucion por
sexos, el porcentaje de mujeres y de hombres fue similar en ambos grupos (casos y
controles). Se ha de resaltar que en el grupo de pacientes afectos de CaV (casos), la
mayoria de los pacientes (86%) de este estudio eran hombres (Tabla 13). Ello
coincide con lo encontrado en la literatura (Murta-Nascimento y cols. 2007a) y con lo
reportado en los registros de cancer. El CaV es de 2,5 a 10 veces mas frecuente en
los hombres que en las mujeres, lo cual coincide con los resultados obtenidos en
este estudio (ratio 6:1 hombre-mujer). Esto supone que, para los hombres de los
paises occidentales, el CaV sea el cuarto cancer mas frecuente, siendo responsable
del 2,9% de todas las muertes por cancer entre los hombres y del 1,5% entre las
mujeres. Las divergencias de frecuencia entre géneros se han atribuido a la
diferente exposicion a los factores de riesgo. De hecho, aunque es mas frecuente en
el sexo masculino, se observa un aumento claro de la incidencia en el sexo
femenino, sobre todo a partir de la década de los 50, coincidiendo con la
implantacion entre las mujeres del habito del tabaco.
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De forma similar tampoco existian diferencias entre ambos grupos en lo
referente a la edad (Tabla 13). En cualquier caso, se ha de resaltar que la edad
media de los casos de este estudio fue de 67 afos, siendo de 66,1 afios en hombres
y ligeramente superior en mujeres (70,6 afos), aunque sin diferencias significativas
(p = 0,122). Este dato coincide con lo publicado por otros autores. Asi, en el estudio
de Murta-Nascimento y cols., la edad media de presentacién fue de 69 afios para los
hombres y de 71 afios para las mujeres, muy similar a las edades mostradas por los

pacientes incluidos en nuestro estudio (Murta-Nascimento y cols. 2007a).

En lo referente al lugar de residencia, tampoco existian diferencias entre los
casos Yy los controles de nuestra muestra (Tabla 13). La mayoria de los pacientes
residian en Gran Canaria (95,7%), lo cual coincide con la casuistica propia del
Hospital Universitario Insular de Gran Canaria. Se ha de resaltar el hecho de que
casi tres de cada cuatro pacientes de nuestro estudio provenian de un ambiente
urbano (poblaciéon >100.000 habitantes). El porcentaje de poblacion urbana en
nuestro estudio es superior al porcentaje referido para la poblacion general, segun
datos del ISTAC (Instituto Canario de Estadistica;
http://www?2.gobiernodecanarias.org/istac/operacion.jsp?codigo=020.010.010). La
poblacién de referencia para el Hospital Universitario Insular de Gran Canaria,
aproximada a fecha de Enero del 2010, era de 387.814 habitantes, de los cuales
correspondia el 41% a poblacién urbana, el 56% a semirrural y un 2,5% a poblacion
rural. Sin embargo, mas del 72% de los casos incluidos en este estudio procedian de
un ambiente urbano. Esta discrepancia puede sugerir algun tipo de influencia de la
variable “entorno urbano” sobre el CaV, bien mediante su influencia en el mayor
diagnostico de la enfermedad, o bien en una mayor incidencia. A este respecto, un
reciente estudio reporta una fuerte asociacion entre el CaV y la densidad de
poblacién, hecho que podria venir explicado, al menos en parte, por los altos niveles

de polucion del aire debida al trafico (Colli y cols. 2011).
Tampoco se observaron, en nuestro estudio, diferencias significativas entre

casos Yy controles en cuanto al tiempo que ha permanecido cada sujeto en ese lugar

de residencia. El tiempo de permanencia en un ambiente rural o urbano puede influir
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en la carga de contaminantes de un sujeto, como ya se ha descrito en Canarias, por
estudios previos de nuestro grupo (Zumbado y cols. 2005; Luzardo y cols. 2006;
Henriquez-Hernandez y cols. 2011a) y, por ende, en la incidencia y/o prevalencia de

patologia tumoral.

El hecho de que no se observen diferencias significativas entre casos y
controles en cuanto a edad, sexo y lugar de residencia, indica que la seleccion de
controles se hizo correctamente y nos permite pensar que éstos son similares a los

casos en lo que a esas posibles variables de confusion se refiere.

Tabla 13. Distribucion de variables sociodemograficas

Controles Casos
Variable

(n = 206) (n = 140) p
Sexo hombre: n (%) 168 (81,6) 120 (85,7) NS
Edad en afios: media = DT 65,1 + 16,6 66,7 +12,1 NS
Residencia en

] 202 (98,1) 133 (95,7) NS

Gran Canaria: n (%)
Entorno de residencia: n (%)
Rural (<10.000 hab.) 7 (3,4) 4 (2,9) &
Semirural (10-100.000 hab.) 38 (18,4) 34 (24,3)
Urbano (>100.000 hab.) 161 (78,2) 102 (72,9)
Residencia >5 afios 178 (88,1) 119 (90,2) NS

Abreviaturas: NS, no significativo; DT, desviacion tipica.
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2. VARIABLES ANTROPOMETRICAS Y CANCER DE VEJIGA

Como es bien conocido, determinadas variables antropométricas, tales como
el peso o el indice de masa corporal (IMC), parecen ser importantes factores de
riesgo de desarrollo de cancer. Por ello decidimos contemplar este tipo de variables
en el presente proyecto de Tesis Doctoral.

Considerando a los individuos sin distincion de sexos, observamos que los
casos registraban una media de peso y estatura significativamente mayor que los
controles (Tabla 14). Esta diferencia significativa se mantenia entre los hombres
para el caso de la talla y permanecia al borde de la significacion para el peso. Entre
las mujeres no detectamos diferencias significativas en ningin caso. No obstante,

tampoco detectamos diferencias en ningun caso respecto a la variable IMC.

Pocos estudios han estudiado la relacion entre las diferentes variables

antropomeétricas (altura, peso e IMC) y el riesgo de cancer de vejiga.

Respecto al IMC, en nuestro estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas ni en hombres ni en mujeres entre casos y controles.
Estos resultados coinciden con los descritos por otros autores en estudios
prospectivos realizados en poblacién norteamericana (Holick y cols. 2007) y sueca
(Larsson y cols. 2008) que tampoco encontraron asociacion entre el IMC y el riesgo
de CaV. Aungque parece claro que el IMC si supone un factor de riesgo para cierto
tipo de tumores, como por ejemplo el de mama, no parece ser un factor

determinante en la patologia tumoral vesical.

En relacién a la potencial relacion entre la talla y el riesgo de CaV las
evidencias encontradas en la literatura son poco concluyentes y contradictorias. Asi,
mientras el estudio de cohortes desarrollado en poblacion norteamericana por Holick
y cols. sugeria una asociacién inversa significativa, s6lo en hombres, entre la altura y
el riesgo de cancer de vejiga en sujetos que median > 1,80 m (RR 0,69 con IC 95%,

0,50-0,95) al compararlos con aquellos que median < 1,50 m (Holick y cols. 2007), la
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altura no se asocioé con el cancer de vejiga en los estudios de casos y controles
desarrollados en poblacion italiana (La Vecchia y cols. 1990b) ni en estudios
prospectivos desarrollados en nuestro pais vejiga tras de ajustar por edad,
tabaquismo activo y actividad profesional (Leon y cols. 1995). Sin embargo, tal y
como se puede observar en la Tabla 14, en nuestro estudio hemos encontrado que
los hombres con CaV son, de media, 3 centimetros mas altos que los hombres sin
esta patologia. Estos resultados coinciden con recientes revisiones que apuntan la
posibilidad de que la mayor altura pueda ser un factor de riesgo de diferentes tipos
de patologias tumorales (cancer colorrectal, de préstata, mama, sistema nervioso

central, piel, endometrio, tiroides y tumores hematopoyéticos) (Batty y cols. 2009).

Tabla 14. Distribucion de variables antropométricas

Grupo Variable Casos Controles p
TODOS N =140 N = 206
Peso Actual Kg (DT) 78,6 (11,5) 75,9(12,1) 0,036
Talla (metros) (DT) 1,73 (0,1) 1,70 (0,1) <0,001
IMC (Kg/m?) 26,4 (3,6) 26,3 (3,3) NS
HOMBRES N =120 N =168
Peso Actual Kg (DT) 80,2 (10,9) 77,7(12,1) 0,074
Talla (metros) (DT) 1,74 (0,05) 1,71 (0,08) <0,001
IMC (Kg/m?) 26,4 (3,6) 26,5 (3,1) NS
MUJERES N =20 N =38
Peso Actual Kg (DT) 69,5 (11,1) 68,1 (8,8) NS
Talla (metros) (DT) 1,63 (0,05) 1,63 (0,06) NS
IMC (Kg/m?) 25,1 (3,7) 25,6 (3,8) NS

Abreviaturas: DT, desviacion tipica; IMC, indice de masa corporal; NS, no significativo

La potencial asociacion positiva entre altura y riesgo de cancer que
encuentran estos estudios podria relacionarse con varios factores. Por ejemplo, una

mayor ingesta energética en la infancia, o bien que la altura sea un “marcador” de
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exposicion temprana a otros factores relevantes (dieta, estrés, enfermedades
cronicas infantiles, etc.) que pudieran afectar al ulterior desarrollo de un cancer.
Ademas la altura puede reflejar factores hereditarios, estilos de vida (la dieta y la
ingesta calorica como ya se ha dicho) o puede ser consecuencia de mayores niveles
de mediadores de hormonas anabdlicas como la hormona del crecimiento (GH). En
este sentido se ha de destacar el hecho de que los principales mediadores de los
efectos anabdlicos de la GH, esto es, los factores de crecimiento similares a la
insulina (Insulin-like Growth Factors; IGF) han sido relacionados con el desarrollo de
ciertos tipos de tumores debido a su efecto mitogénico y antiapoptético sobre
diversos tejidos, incluido el vesical (Probst-Hensch y cols. 2003; Zhao y cols. 2003).
Ademas de todo lo expuesto, la exposicion a contaminantes quimicos del tipo de los
plaguicidas organoclorados (POCSs) o bifenilos policlorados (PCBs) puede modificar
los niveles séricos de IGF (Boada y cols. 2007; Zumbado y cols. 2010). Por ello, en
este estudio decidimos explorar los niveles de IGF en los sujetos incluidos en
nuestro estudio, tanto en los afectos de CaV (casos) como en los controles. En el
siguiente apartado de esta Tesis Doctoral se presentan y discuten los resultados

obtenidos en relacion a los niveles de IGF y cancer de vejiga.
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3. FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA (IGF) Y CANCER
DE VEJIGA.

Como quedo6 debidamente explicado en el capitulo de Material y Métodos de
esta Tesis, en este trabajo se evaluaron los niveles séricos del mediador de la
accion de la GH mas relevante, el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1
(Insulin-like Growth factor-1; IGF-1). Asimismo se evaluaron los niveles séricos de la
principal proteina transportadora de IGF, la proteina transportadora de factores de
crecimiento similares a la insulina tipo 3 (Insulin-like Growth factor binding protein-3;
IGFBP-3).

En los sujetos incluidos en nuestro estudio, los valores de IGF-I siguieron una
distribucion normal tanto entre los casos como entre los controles. Los valores de
IGF-I se cuantificaron en 137 controles y 114 casos. Se ha de resefar que los
niveles séricos de IGF-I estan influenciados por el sexo, la edad, el IMC y otros
factores externos como la dieta y diferentes habitos de vida (Baibas y cols. 2003) y
que, ademas, muestran un dimorfismo sexual, detectandose mayores niveles en los
hombres que en las mujeres especialmente en las edades mas avanzadas (Landin-
Wilhelmsen y cols. 1994). En cualquier caso, el papel del género en este sentido no
es del todo conocido (Brabant y cols. 2007). En nuestro estudio no se observaron
diferencias significativas respecto a los niveles séricos de IGF-I entre hombres y
mujeres, tomando la serie completa sin tener en cuenta que los pacientes
pertenecieran al grupo de casos o de controles, aunque los hombres presentaban
niveles mayores de IGF-I (47,6 vs. 44,5 ng/ml para hombres y mujeres,
respectivamente). No obstante, al segmentar a la poblacién por edad, observamos
que en el segmento de edad comprendido entre los 51 y 70 afios, los hombres
presentaban niveles significativamente mayores de IGF-I que las mujeres (103,8 vs.
83,8 ng/ml respectivamente, p = 0,042), lo cual coincide con lo publicado por otros
autores (Landin-Wilhelmsen y cols. 1994).

Existe una clara asociacion inversa entre la edad y los niveles de IGF-I en

adultos (Holmes y cols. 2002; Baibas y cols. 2003). El papel de la edad a este

respecto si es claro. En nuestro caso, observamos claramente una disminucién de
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los niveles de IGF-I en suero a medida que la edad aumentaba, estando nuestros
resultados en concordancia con lo reportado por otros. Asi, los niveles de IGF-I
descendian significativamente conforme aumentaba la edad (122,9, 101,1 y 90,0
ng/ml para los segmentos de edad <51, 51-70 y >71 afios respectivamente, p =
0,01).

No se observaron diferencias en los niveles séricos de IGF-I en relacion al
IMC, el habito tabaquico, el habitat o la practica de profesiones de riesgo. Sin
embargo, si fue evidente que los individuos que declaraban hacer uso de pesticidas
presentaban niveles significativamente inferiores de IGF-I en comparacién con los
individuos que no usaban este tipo de sustancias (89,2 vs. 104,0 ng/ml, p = 0,047).
Este resultado coincide con lo reportado en la literatura, en el sentido que la
exposicion a pesticidas organoclorados se asocia a menores niveles de IGF en nifios
y adultos (Boada y cols. 2007; Zumbado y cols. 2010).

Se ha descrito una asociacion inversa entre los valores de IGF-1 y el IMC
(Gomez y cols. 2003; Succurro y cols. 2010), aunque recientes estudios sugieren
que esta asociacién no es lineal: los individuos con IMC <20 y >35 kg/m? se
asociaban a niveles mas bajos de IGF-I en comparacion con los individuos de IMC
entre 20 y 35 (Schneider y cols. 2006; Crowe y cols. 2011). La poblacién del
archipiélago canario presenta unos altos indices de sobrepeso y obesidad (Serra
Majem y cols. 2000); y en la poblacion incluida en el presente estudio, el porcentaje
de individuos con sobrepeso y obesidad fue también elevado (63,3% del total: 64%
en los controles y 62,1% entre los casos). No obstante, no detectamos diferencias
en la distribucion de IGF-I en funcion del IMC en nuestra muestra, posiblemente
debido a la influencia de otros factores dietéticos y/o medioambientales (Boada y
cols. 2007; Zumbado y cols. 2010; Henriquez-Hernandez y cols. 2011a). En este
sentido es bien conocido que la dieta juega un claro papel en la regulacién de los
niveles de IGF-1 (Baibas y cols. 2003), disminuyendo claramente los niveles
circulantes de IGF-I la restriccién dietética (Fontana y cols. 2008). La dieta en los
grupos de poblacion de mayor edad (como los incluidos en nuestro estudio) ha sido

sujeto de andlisis, aceptandose de manera general la existencia de unos mayores
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niveles de malnutricion en ancianos (Miquel 2001). Dada la influencia que la dieta
ejerce sobre los niveles de IGF-I, la ausencia de diferencias en valores séricos de
IGF-I en funcién del IMC en los sujetos estudiados podrian deberse, al menos

parcialmente, a factores dietéticos sobreanadidos.

Tal y como se ha dicho, el papel de IGF-I como factor de riesgo en cancer de
vejiga no estd demostrado, pero dado que, tras los resultados obtenidos en el
analisis de las variables antropométricas era de interés conocer el potencial papel
jugado por el IGF-I en el desarrollo de CaV, se estudiaron los niveles de IGF-I en los
casos y controles, segmentando a la poblacion en diferentes grupos a tenor de su

género, edad, IMC y uso de pesticidas (Tabla 15).

Nuestros resultados demostraron que los niveles de IGF-I no variaban entre
casos y controles cuando se tomaban a ambos grupos sin segmentar (p = 0,496),
pero que cuando se segmentaban por estas variables eran los controles los que
presentaban niveles mayores de IGF-I. Asi, observamos que los pacientes de cancer
vesical menores de 51 afios presentaban niveles séricos de IGF-I significativamente
menores que los controles en ese mismo segmento de edad (103,6 vs. 129,6, p =
0,045). Al segmentar por IMC, observamos igualmente que los individuos con cancer
vesical y con IMC por encima de 25 kg/m? tenian unos niveles séricos de IGF-I
menores a los que presentaban los controles en ese mismo rango de IMC. Lo mismo
ocurria en el rango de casos y controles con IMC < 25, pero el escaso tamafio de
ese subgrupo nos obliga a no considerar ese resultado. En cualquier caso, los
resultados significativos obtenidos en estos analisis deben tomarse con cautela,

debido a los reducidos tamafios muestrales de los subgrupos analizados.

Ademas se realizaron analisis univariante y multivariante (ajustando por IMC,
edad e IGFBP-3 y segmentando por sexo) no encontrando ningun resultado
estadisticamente significativo, lo que nos permite plantear que, en esta poblacion,
los niveles de IGF-I puedan considerarse como factor de riesgo de CaV. En este

sentido, otros autores tampoco han encontrado diferencias en niveles de IGF-I

117



Tabla 15. Distribucion de los niveles séricos de IGF-I (ng/ml) entre casos y controles

Grupo N (Co/Ca) Controles Casos p
Serie completa(media + DT) 123/114 102, 9 £ 50,5 989+426 0,496
Sexo

Hombres 11/7 101,3 £ 50,5 99,2+44,2 0,748
Mujeres 19/16 110,6 + 50,7 97,4+32,4 0,362
Edad (afios)

<51 210/11 129,6 + 39,6 103,6 + 33,1 0,045
51-70 1 93,2+ 50,1 109,0+ 47,0 0,074
>71 12/41 97,2+52,4 82,4+32,2 0,125
IMC (Kg/m?)

<20 1 135,0+9,9 56,8+ 12,2 0,020
20-24,99 18/41 94,3+ 47,6 103,1+43,9 0,368
25-29,99 14/29 102,9 + 50,9 99,7+45,2 0,710
>25 17/13 120,9 + 54,7 88,4+21,3 0,050
Uso de pesticidas

Si 22/27 99,2 + 36,7 81,0+28,6 0,058
No 128/87 103,7 £ 52,8 104,4 + 44,8 0,915

Abreviaturas: Co/Ca, numero de pacientes segun Controles y Casos; DT, desviacion

tipica; IMC, indice de masa corporal.

entre grupos en estudios de casos y controles, concluyendo que los niveles de IGF-I
no eran un factor de riesgo para el CaV (Serel y cols. 2003). Lo mismo ha sido
reportado por otros autores (Shariat y cols. 2003). Sin embargo, Zhao y cols
observaron en 154 pacientes con cancer de vejiga, que sus niveles séricos de IGF-I
era significativamente mayores que los registrados en 154 individuos control (175,8
vs. 153,2 ng./ml., p < 0,01), concluyendo que IGF-I podria ser un factor de riesgo
para el cancer de vejiga (Zhao y cols. 2003). De nuevo, ha de tenerse en cuenta que
los factores dietéticos y el estilo de vida influyen claramente sobre los niveles de
IGF-I (consumo de alcohol, de grasas, asi como otras enfermedades asociadas)

(Kirschner y cols. 1986; Wu y cols. 1988; Juul y cols. 1994; Goodman-Gruen y cols.
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1997), lo que puede condicionar los resultados obtenidos. En este sentido, los
cambios dietéticos y los tratamientos médicos a los que puedan estar sometidos los

sujetos afectos de CaV pueden influenciar los niveles de IGF-I.

A dia de hoy, los niveles de expresion del receptor para IGF-I (IGF-1R)
parecen ser un mejor factor a la hora de valorar no solo el riesgo sino también el
prondstico y la respuesta a los tratamientos, no sélo en el caso del cancer de vejiga,
sino también en otras patologias tumorales malignas (Li y cols. 1998; Lloret y cols.
2007; Lara y cols. 2011). Sin embargo, analizar los niveles de expresion de este
receptor estan fuera del objetivo de esta Tesis, aunque pudiera ser un interesante

tema de investigacion en un futuro.
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4.- ESTILO DE VIDA Y CANCER DE VEJIGA: PROFESION.

Como ya se ha dicho a lo largo de este trabajo, la poblacion objeto de estudio
estaba compuesta por 206 controles y 140 casos incidentes de CaV. Respecto a la
actividad profesional, el 34% de los sujetos sanos se habia dedicado al menos a una
profesién que se ha asociado a niveles elevados de exposicidon a contaminantes. La
exposicion mas frecuente en ese grupo estaba referida a la agricultura (13,6%)
seguida por la profesion de conductor/chofer (9,7%). Solamente un 2,9% de los
sujetos sanos ha trabajado en la industria quimica, lo cual es coherente con la
distribucion de los sectores productivos en las Islas Canarias.
(http://www2.gobiernodecanarias.org/istac/jaxiweb/menu.do?path=/05011/E30308A/
P0002&file=pcaxis&type=pcaxis&L=0).

En nuestra muestra, al comparar casos y controles observamos diferencias
estadisticamente significativas respecto a la distribucion por profesiones de riesgo.
Asi, como se muestra en la Tabla 16, el 47.1% de los casos ejercia una profesion de
riesgo en comparacion con el 34% de la poblacién control (p = 0,018). Al analizar
cada profesion de riesgo por separado, se observé que, excepto el turismo, el resto
de las profesiones consideradas “de riesgo” son mas frecuentes entre los casos,
destacando particularmente la profesion de “chéfer” que es casi 2 veces mas
frecuente entre los casos que entre los controles (p = 0,034) y la de “pintor”
(frecuencia casi 3 veces superior y al borde de la significacion estadistica, p =
0,056). Mas concretamente, identificamos diferencias significativas de distribucion
respecto a las profesiones de “chofer” y “pintor”, lo que sugiere que ambas podrian
ser relevantes en el origen y/o desarrollo del CaV. Se ha de resaltar que no se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos respecto a la condicién de

agricultor ni respecto a la frecuencia de uso de plaguicidas (Tabla 16).
En este aspecto, es bien conocido el hecho de que existen multiples

actividades profesionales que se han vinculado a mayor riesgo de CaV. Si bien en

muchos casos tal evidencia no esta claramente establecida (Baena y cols. 2006).
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Tabla 16. Distribucion de variables sociodemograficas

Controles Casos
Variable

(n = 206) (n = 140) p
Profesion de riesgo: % 34,0 47,1 0,018
Profesion: %
Agricultura 13,6 18,6 0,229
Industria Quimica 2,9 3,6 0,762
Choéfer 9,7 17,9 0,034
Pintor 1,5 5,7 0,056
Turismo 6,8 6,4 0,9
Uso de plaguicidas: % 16,0 23,6 0,094
Frecuencia uso plaguicidas:
%

. 0,789

Esporadico (<1/mes) 10,7 15,3
Frecuente (>1/mes) 53 8,2

Las profesiones en las que mayor evidencia parece existir son: pintores,
maquinistas, trabajadores del aluminio, industria textil, caucho, peluqueros y
trabajadores de tintorerias (IARC 1987).

En este sentido, en nuestro estudio el 5,7% de los casos manifesto ser pintor
de profesion frente al 1,5% de los controles (p = 0,056). Este resultado coincide con
lo publicado en la literatura. Asi, un meta-analisis reciente con mas de 2.900
pacientes ha asociado claramente la profesion de pintor, y la duracion de ejercicio de
esa profesion, como factor de riesgo de CaV (Guha y cols. 2010). En el presente
estudio se observa una clara tendencia en concordancia con esos resultados,
aunque las diferencias no son significativas debido probablemente al limitado
tamafio de nuestra muestra. Otros estudios han analizado esta exposicion

encontrando una asociacion positiva entre el uso de tintes o pinturas y el riesgo de
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CaV, atribuyendo esta asociacion a las aminas aromaticas que forman parte de los
mismos (Najem y cols. 1982; Gonzalez y cols. 1989; Kunze y cols. 1992). De forma
similar se ha descrito un mayor riesgo de CaV en sujetos que se dedicaban al
trabajo de maquinista en industrias de pinturas (Kogevinas y cols. 2003); este
incremento del riesgo podria atribuirse a una mayor exposicién a hidrocarburos

aromaticos policiclicos (PAHS).

Respecto a los conductores, en nuestro estudio, la prevalencia de esta
profesion entre los casos de CaV fue del 18% frente al casi 10% de los controles,
siendo estas diferencias estadisticamente significativa (p = 0,034). Son multiples los
estudios que reportan una asociacion positiva entre esa profesion y el CaV (Reulen y
cols. 2008; Manju y cols. 2009). La observacion de una asociacion estadistica entre
exposicion y enfermedad no significa que la asociacion sea causal. Asi, aunque
numerosos investigadores han interpretado la asociacion entre exposiciéon a los
gases de escape de los motores diesel y el cancer de vejiga como causal, otros
afirman que los trabajadores expuestos a estos gases (principalmente camioneros y
taxistas), fuman con mas frecuencia que las personas no expuestas. Segun esto, la
relacion observada estaria “confundida” por un factor de riesgo bien conocido, como
es el tabaquismo (http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos /Documentacion /Textos
Online/EnciclopediaOlT/tomo1/28.pdf).

A pesar de que numerosos estudios han tratado de evaluar la potencial
relacion entre la dedicacién a la agricultura y el riesgo de CaV, tal relacion no esta
suficientemente establecida, encontrando tanto estudios que indican que tal
actividad profesional puede disminuir el riesgo como estudios que concluyen que la
profesion de agricultor debe ser considerada como un factor de riesgo de CaV
(Tabla 17). En cualquier caso, las peculiaridades de la agricultura desarrollada en las
Islas Canarias con un elevado numero de hectareas dedicadas a agricultura
intensiva (bajo plastico) que requiere un uso masivo de productos quimicos
(plaguicidas), nos oblig6 a incluir en nuestro estudio un andlisis pormenorizado sobre
la potencial relacion existente entre la profesiéon de agricultor y la exposicion a

plaguicidas y el riesgo de CaV. En nuestro estudio, no hubo asociacion alguna entre
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CaV y la profesion de “agricultor’, ni entre tal patologia y la “exposicion a
plaguicidas” (Tabla 16. Se ha de resaltar que a diferencia de la mayoria de los
estudios publicados, en que se valoraba de forma indirecta la exposicion de los
agricultores a plaguicidas u otros compuestos mediante encuestas, en nuestro
estudio la exposicion se evalu6 de forma directa ya que se cuantificaron los niveles
de los potenciales plaguicidas manipulados por agricultores en muestras biologicas
de los mismos (sangre, orina), En cualquier caso, sélo se evaluo la exposicion a un
grupo de plaguicidas (compuestos organoclorados) y no al conjunto de potenciales
plaguicidas empleados por los agricultores. Por ello, es posible que una medicion
mas exhaustiva de la exposicién a plaguicidas (incluyendo otros grupos de amplio
uso como organofosforados, carbamatos o piretrinas), pudiera variar

significativamente estos resultados.

Tal y como se manifestd anteriormente, también se incluy6 en este estudio la
variable “exposicion a pesticidas”. En nuestro estudio, esta exposicion se valoré
tanto si la exposicion era “laboral” como si ha sido una exposicion “no laboral” (de
tipo doméstico). El 23,6% de los casos habian utilizado alguna vez pesticidas frente
al 16% de los controles (p = 0,094) siendo mas frecuente entre los casos tanto la
utilizacion esporédica (<1/mes) como la frecuente (>1/mes), sin alcanzar en ningun
caso la significacion estadistica. Lo genérico de la variable, donde en principio no se
ha considerado el tipo de plaguicida ni las posibles mezclas de los mismos, hacen

l6gico que aparezca esta variable como no significativa.

Por la relevancia del sector turistico en Canarias, se ha incluido en este
estudio la actividad en dicho sector productivo como un potencial factor de riesgo
para el cancer de vejiga. Esta actividad profesional ya ha sido relacionada con esta
patologia tumoral en otros estudios, puesto que en ella se puede producir
manipulacion de productos quimicos de uso doméstico (potencialmente
cancerigenos como plaguicidas y/o disolventes y pinturas). En este sentido, la
bibliografia referente a la asociacion entre los profesionales hoteleros y el CaV es
escasa Yy poco concluyente. En esta profesion se incluye a personal de

mantenimiento, jardineros y otros puestos relacionados con los hoteles.
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Tabla 17. Estudios epidemiolégicos que han analizado la relacion entre CaV y

exposicion laboral (agricultura)

AUTOR, ANO LUGAR  ASOCIACION Observaciones

Aumenta el riesgo

(Kabat y cols. 1986) EEUU OR: 9,7* NO
FUMADORES

(la Vecchia y cols. 1990a) Italia OR: 4,1** HERBICIDAS

(Burmeister 1981) EEUU SMR: 1,14**

(Viel y cols. 1995) Italia OR: 1,14 (1,10-1,24)*

Disminuye el riesgo
(Lundsberg y cols. 1997) EEUU OR: 0,88 (0,56-0,90)*

(Vagero y cols. 1986) Suiza SIR: 0,64 (0,59-0,69)*

(Stubbs y cols. 1984) EEUU PCMR: 0,60*

(Forastiere y cols. 1993) Italia OR: 0,58 (0,38-0,90)* FERTILIZANTES
(Wiklund y cols. 1986) Suecia OR: 0,49 (0,23-0,78)*

(Rafnsson y cols. 1988) Islandia NR

(Spinelli y cols. 1990) UK OR:1,7 (1,1-2,6)

Abreviaturas: OR: Odds ratio; SIR: Ratio de Incidencia Estandarizada; PCMR: Ratio de Mortalidad

proporcional por cancer; SMR: Ratio de Mortalidad Estandarizada; NR, no reportado. * p<0,05 **p<0,01.

Posiblemente, la modificacion del riesgo esté relacionada con el uso de
pinturas, manipulacién de plasticos o disolventes y otras sustancias quimicas muy
habituales en esta profesion. En diferentes estudios casos-control, uno de ellos
espafiol (Gonzalez y cols. 1989), los varones trabajadores en hoteles y
establecimientos hoteleros durante mas de 10 afios tenian un riesgo mas elevado de
CaV aunque no llegaba a ser significativo (OR 1,28 con IC 95% 0,75-1,28). Esta
asociacion, sin embargo, no fue observada en nuestro estudio, donde la prevalencia
de trabajo en turismo es mas frecuente en controles que en casos (Tabla 13). La
amplitud de connotaciones que tiene la variable hace que sea dificil establecer una

asociacion significativa con el CaV u otras patologias.
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Existen otras exposiciones profesionales que se han asociado con mayor
riesgo de CaV pero que no han sido consideradas en este estudio por su escasa
implantacion en la poblacion canaria. Asi por ejemplo la industria del curtido y el
acabado del cuero (donde se emplean agentes potencialmente cancerigenos tales
como las ya prohibidas sales de cromo hexavalentes, tintes de anilina y azoicos,
taninos vegetales, disolventes organicos como formaldehido y clorofenoles). En este
sentido, estudios desarrollados entre trabajadores de la industria de curtidos en
China reflejaron un exceso significativo en el riesgo CaV entre los curtidores que
estuvieron expuestos a colorantes a base de bencidina; riesgo que aumentoé con la
duracion de la exposicion (Chen 1990). Asimismo se ha asociado la exposicion a
tintes o disolventes utilizados en el proceso de acabado textil con el CaV y de

testiculos (Guarcello y cols. 1987).

De todo lo expuesto se puede concluir que de la exposicion profesional a
sustancias toxicas (tanto en el pasado como exposiciones recientes) podria ser el
factor determinante que explique las posibles asociaciones entre profesion y riesgo
de CaV. Sin embargo, pocos carcindgenos han podido ser relacionados con un
incremento en el riesgo de CaV. De entre los compuestos quimicos que muestran
una asociacion relevante con el cancer de vejiga destacan las aminas aromaticas
tales como la beta-naftlamina y bencidina (IARC 1993) presentes en tintes y
pinturas, el aluminio y sus compuestos, el alquitran y breas de alquitran y la
magenta. También se han considerado como compuestos carcindbgenos para la
vejiga, aunque con menor evidencia, los PAHs, especialmente el benzopireno
(Clavel y cols. 1994), 4-clor-orto-toluidina, la hulla, las cloroanilinas, especialmente
4,4"-Metileno bis(2-cloroanilina) y los contaminantes derivados de motores diesel
(Boffetta y cols. 2001; Kogevinas y cols. 2003). Por todo ello las profesiones que a
dia de hoy, en virtud de la bibliografia disponible, podrian considerarse de riesgo
para cancer de vejiga son pintores, trabajadores de la industria del caucho, operarios
de centrales de carbon gasificado, trabajadores de hornos de coque, barberos,
peluqueros y conductores (http://www.istas.ccoo.es/descargas/INFORME
CANCER.pdf).
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5. ESTILO DE VIDA Y CANCER DE VEJIGA: HABITO TABAQUICO.

El tabaco es un factor de riesgo asociado a distintos tipos de tumores, y
perfectamente establecido en el cancer de vejiga. En nuestro estudio el habito
tabaquico fue recogido como variable y analizado su distribucion entre los casos y

los controles.

Tabla 18. Distribucion de variables relacionadas con el habito tabaquico

Variable Controles Casos p*

Tabaquismo (%)

No fumadores 35,0 15,7
Exfumadores 12,1 38,6 <0,001
Fumadores 52,9 45,7

N° de cigarrillos/dia:

, 15 (10-20) 10 (5-20) 0,404
Mediana (p25-p75)
Afios que dej6 de fumar:

, 5 (2-11) 8 (5-13) 0,381
Mediana (p25-p75)
Edad de inicio tabaquismo:

, 18,2 (2,6) 16,8 (3,6) 0,006
Media (DT)
Anos que lleva fumando: Media (DT) 45,7 (12,5) 48,3 (13,0) 0,116
Paquetes-afio: Mediana (p25-p75) 30 (42,5-60,8) 26 (9-48) 0,377
Paquetes-mes (%)
0 35,0 15,7
1-20 15,0 22,1
21-38 19,4 16,4

<0,001

39-59 11,7 7,9
60+ 4,9 9,3
Perdidos 14,1 28,6

Abreviaturas: p25-p75, percentiles 25 y 75 de la distribucion; DT, desviacion
tipica. * Chi cuadrado para variables categéricas y U de Mann-Whitney para

comparar variables continuas no normales.
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Observamos que el porcentaje de individuos no fumadores era mayor entre la
poblacién control que entre los casos (35 vs. 15,7%). Por su parte, el porcentaje de
individuos que “fuman o han fumado” era significativamente mayor entre los casos
(84,3 vs. 65%) (p < 0,0001). Ademas, la edad de inicio en el habito tabaquico fue
significativamente mayor entre los casos (Tabla 18; p = 0,006), observandose
diferencias significativas en la distribucion de la intensidad del habito tabaquico,
parametro determinado como el niumero de cigarrillos que refieren fumar por el
namero de afios que llevan fumando. Asi, entre los casos, la intensidad del habito
tabaquico era mayor que entre los controles (Tabla 18; p < 0,001). No observamos
diferencias significativas respecto al resto de variables recogidas y relacionadas con

el habito tabaquico.

Como ya se ha dicho en nuestro estudio, el porcentaje de fumadores
(actuales o pasados) fue significativamente superior entre los casos de CaV que
entre los controles. El tabaco ha sido relacionado en numerosos estudios como un
potente factor de riesgo de CaV, siendo el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo del cancer urotelial en los paises occidentales. Los compuestos
cancerigenos del tabaco y responsables del cancer de vejiga no han sido
identificados de forma concluyente. Hay mas de 60 carcinégenos presentes en el
humo de cigarrillo. Los carcindégenos potenciales incluyen el 4 - aminobifenilo, los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), compuestos nitrosos y aldehidos no
saturados (Hoffman y cols. 1969).

Como han evidenciado numerosos estudios, los fumadores tienen un riesgo 4
veces superior de desarrollar un tumor vesical que los no fumadores, (Morrison
1984; Morrison y cols. 1984; Burch y cols. 1989; Zeegers y cols. 2002; Alberg y cols.
2007; Baris y cols. 2009). Este riesgo esta directamente relacionado con: 1) el
namero de cigarrillos fumados, 2) la duracién del habito y 3) el grado de inhalacion
del humo. Se ha descrito que el 66% del CaV en hombres y el 30% en mujeres eran
atribuibles a fumar cigarrillos (Brennan y cols. 2001). En nuestro estudio, el 94,2%

de los hombres con CaV fuma o ha fumado, frente al 72,6% de los hombres sin CaV

127



(p <0,001). Sélo 2 casos de CaV eran fumadores ocasionales (1,4%), el resto lo eran
regulares. Curiosamente, entre las mujeres de nuestro estudio la prevalencia de
tabaquismo (actual o pasado) fue superior entre las mujeres control (31,6%) que
entre las mujeres con CaV (25%), si bien las diferencias no eran significativas (p =
0,853). La falta de asociacién entre fumar y padecer CaV en mujeres puede deberse
al escaso numero de mujeres fumadoras en esta muestra, lo que se traduce en una
falta de potencia estadistica. Pero también puede ser debido a que en las mujeres
con CaV, el factor de riesgo puede haber sido la exposicion “pasiva”’ al tabaco,
(fundamentalmente en el ambito familiar) dato no recogido en este estudio. En este
sentido, la exposicién pasiva al tabaco en mujeres parece ser un factor de riesgo
para el desarrollo de CaV (Skipper y cols. 2003; Jiang y cols. 2007). De hecho, el
papel del tabaco en los fumadores pasivos ha sido estudiado en poblacion
norteamericana concluyendo que de 148 personas con CaV (y 292 controles)
ninguno de los sujetos incluidos habia fumado nunca, lo que parece indicar que la
exposicion pasiva al humo del tabaco puede jugar un papel relevante (Jiang y cols.
2007). Asimismo, aunque so6lo en mujeres, se ha comprobado que la convivencia
con fumadores durante la infancia o durante periodos superiores a 10 afios
incrementan el riesgo de CaV. Asi, las mujeres expuestas al humo de tabaco en la
infancia presentan un riesgo 3 veces superior de sufrir CaV que las mujeres que no
habian sido expuestas al tabaco en su infancia, y las mujeres que han convivido
durante mas de 10 afios con un fumador presentan un riesgo 2 veces superior que el

grupo control de desarrollar CaV (Jiang y cols. 2007).

En lo referente al habito de fumar puros, en nuestra muestra el nimero de
sujetos con este habito era muy bajo: sélo 13 individuos fumaban puros. Sin
embargo, la prevalencia de fumar puros entre casos era de 7,9% frente a 1% en
controles (p = 0,001). Aunque significativo, este resultado debe ser tomado con
precaucion debido al bajo nimero de sujetos analizados. No obstante, estos
resultados van en concordancia a lo publicado previamente por otros autores. Asi
Pitardy cols. han puesto de manifiesto que los fumadores de puros y los de pipa
presentan un riesgo incrementado de CaV respecto a los no fumadores(OR 2,3 IC
95% 1,6-3,5, y OR 1,9 IC 95% 1,2-3,1, respectivamente), si bien este riesgo era de
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menor magnitud que el hallado entre fumadores de cigarrillos (OR 3,5 IC 95% 2,9-
4,2) (Pitard y cols. 2001). Esta poco claro si otras formas de consumo del tabaco
(tabaco de mascar) también estan relacionados con un riesgo incrementado de
cancer de vejiga (Zeegers y cols. 2004), aunque en poblacion espafiola este habito

es poco frecuente.

Entre los casos de CaV de nuestro estudio, la edad de inicio en el tabaquismo
era de casi un aflo y medio menor que la de los controles (Tabla 18), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa. La edad precoz de inicio del tabaquismo
como factor de riesgo de CaV ha mostrado resultados contradictorios en diferentes
estudios. Asi mientras los estudios en poblacién norteamericana de Brennan y cols.
(2000) no demostraron la existencia de relacion alguna entre el inicio del habito
tabaquico y el riesgo de CaV, otros estudios si han demostrado que el inicio precoz
del habito tabaquico incrementa el riesgo de CaV respecto al inicio tardio (RR 1,33,
IC 95% 1,18-1,51) (Bjerregaard y cols. 2006). Se ha de tener en cuenta que si
parece existir una correlacion significativa entre el tiempo de exposicion al humo de
cigarrillo y el riesgo de CaV (OR = 1,96 tras 20 afios fumando (IC95% 1,48-2,61),
OR = 5,57 tras 60 afios (IC 4,18-7,44) (Brennan y cols. 2000). Por otro lado la edad
de inicio del tabaquismo entre los participantes de este ultimo estudio fue de 17 afios

en los casos y de 18 afos entre los controles, datos muy similares a los nuestros.

Respecto al numero de cigarrillos al dia, no se observaron diferencias
significativas en el presente estudio. Sin embargo, cuando se combiné el nimero de
cigarrillos que refieren fumar, por el nimero de afos que llevan fumando (intensidad
del habito, medido mediante paquetes-afio) si se observaron diferencias
significativas. En las tablas 19 y 20 se muestran los riesgos relativos de presentar
CaV en funcién de los paquetes-afio, en analisis crudo y ajustado por co-variables.

El analisis “crudo” muestra como el riesgo de desarrollar CaV aumenta a

medida que aumenta la intensidad del habito tabaquico (3,27 vs. 4,25; Tabla 19).

En la Tabla 20 se observa un analisis de regresion logistica ajustado por edad
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y sexo que muestra como el riesgo de presentar CaV es mayor entre los fumadores

que entre los no fumadores, incluso en los que menos fuman (de 1 a 20 paquetes al

Tabla 19. Odds Ratio entre exposicion a tabaco (paquete-afio) y riesgo de

CaV (modelo crudo)

Paquetes-afo (%) Odds ratio (IC 95%) p

0 1 -

1-20 3,27 (1,64-6,52) 0,001
21-38 1,88 (0,93-3,79) 0,077
39-59 1,50 (0,64-3,54) 0,355
60+ 4,25 (1,64-11,03) 0,003
Perdidos 4,51 (2,30-8,87) <0,001

afo), aumentando hasta 5 veces entre los que fuman mas de 60 paquetes al afio.

Tabla 20. Odds Ratio entre exposicion a tabaco (paquete-afio) y riesgo de

CaV (modelo ajustado por edad y sexo)

Paquetes-afo (%) Odds ratio (IC 95%) p

0 1 =

1-20 4,37 (2,01-9,51) <0,001
21-38 2,38 (1,10-5,16) 0,028
39-59 1,81 (0,72-4,56) 0,207
60+ 5,16 (1,86-14,29) 0,002
Perdidos 5,35 (2,54-11,24) <0,001

En nuestro estudio el 38,6% de los casos se definen como exfumadores, frente
al 12,1% de los controles (p < 0,001). Esta mayor prevalencia de exfumadores entre
los casos de CaV puede deberse al efecto disuasorio que tiene el diagnostico de una

neoplasia sobre el paciente. En otros estudios, se ha observado que dejar de fumar
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reduce el riesgo de cancer de vejiga. En este sentido estudios recientes sugieren un
evidente descenso en el riesgo de padecer CaV (mayor del 30 % entre 1 y 4 afios
después de abandonar el habito, y superior al 60 % tras 25 afios después del cese
del habito) (Brennan y cols. 2000). Sin embargo, incluso después de 25 afios, el
riesgo de CaV no llega al nivel de los que nunca han fumado (Weir y cols. 1970;
Augustine y cols. 1988; Samanic y cols. 2006; Chen y cols. 2007) siendo el efecto
dafiino mas prolongado para el CaV que para otras patologias como las

enfermedades cardiovasculares o el cancer de pulmon (Walsh 2004).
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6. ESTILO DE VIDA Y CANCER DE VEJIGA: CONSUMO DE BEBIDAS.

Se ha asociado el CaV al consumo de determinadas bebidas, entre las que
destacan el café y el té, aunque otras bebidas con y sin alcohol también se han
asociado a esta patologia. Por ello, se ha decidido incluir el consumo de bebidas
como variable de interés en la presente Tesis Doctoral.

Como se muestra en la tabla 21, en nuestro estudio no se observaron
diferencias significativas en el consumo diario total de liquidos, ni de agua, en sus
diferentes formas de comercializacién en Gran Canaria (con gas o sin gas afadido).
Un mayor consumo total de liquidos puede diluir la concentracion urinaria de
carcindgenos excretados y consecuentemente reducir su tiempo de contacto con el
urotelio. De hecho el estudio de casos y controles realizado por Silverman y cols.
demostré una asociacién protectora para la frecuencia aumentada de miccion,
particularmente nicturia, frente al CaV (Silverman y cols. 2008). En el mismo sentido,
otros estudios de cohortes han puesto de manifiesto que el consumo diario total de
agua mostraba un efecto protector frente al riesgo de cancer de vejiga (RR 0,51; 95
% IC: 0,32 — 0,80) para un consumo diario > 2,5 litros al dia comparado con un
consumo diario < 1,3 litros al dia (Michaud y cols. 1999a). En nuestro estudio, sin
embargo, los sujetos que consumian >1,5 litros diarios de liquido eran poco

NUMEerosos y esta exposicidn no se asocio al riesgo de CaV.

Respecto al consumo de agua potable, en Canarias el consumo de agua del
grifo no se encuentra muy extendido, menor del 50% en la poblacién general
(Estudio ENCA) (Diaz Romero y cols. 2002) siendo aiun menor en las islas orientales
como Gran Canaria (<25% en nuestro estudio). La cloracion es el proceso mas
comun por el que el agua potable es tratada antes de su uso por la poblacion
general. En los procesos de cloracion se pueden generar trihalometanos
(compuestos tales como cloroformo, fluoroformo o bromoformo) que se forman
cuando el cloro, reacciona con la materia organica de origen natural presente en el
agua captada de los rios 0 pozos. El agua de mar desalinizada (principal método

usado para la generacion de agua potable en la isla de Gran Canaria), al no tener
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residuos organicos, tiene menor riesgo de formacion de trihalometanos. Se ha
demostrado que el consumo a largo plazo de agua potable clorada estaba
relacionada con un riesgo aumentado de CaV en hombres (OR 1,4 1C95% 1,1 - 1,9)
y un aumento no significativo en mujeres (OR 1,2 1C95% 0,7 - 1,8) (Villanueva y
cols. 2003). En Espafia, se ha relacionado la concentracion de trihalometanos en
agua potable con el riesgo de CaV (Villanueva y cols. 2001). Como ya se ha
reseflado, en Canarias, por su peculiaridades orogréaficas, el consumo de agua del
grifo es poco frecuente (<30%) siendo mas frecuente el consumo de agua
embotellada o de agua procedente de desalinizadoras donde la cloracion estd muy
poco presente. Ademas, cuando se ha medido la concentracion de trihalometanos
en diferentes puntos de Espafia, en Tenerife, se encuentran los niveles mas bajos
de Espafna (7ug/l) (Villanueva y cols. 2001). Por lo tanto, no es esperable que el

consumo de agua del grifo se asocie en Canarias a CaV.

Numerosos trabajos han estudiado una posible asociacion del café y té con el
cancer de vejiga. En nuestro estudio, el consumo de café fue significativamente
mayor en los casos que en los controles, 90 mililitros/dia de mediana en casos frente
a 45 mililitros/dia en controles (p = 0,005), y ademas, el porcentaje de sujetos que
consumian café (con cafeina) era significativamente mayor entre los pacientes
afectos de CaV que entre la poblacién control (72,7 vs. 61,2, p = 0,027). No se
observaron diferencias en el consumo de té, aunque éste era muy reducido en la
muestra estudiada. No obstante, en el andlisis de estas variables hay que ser cauto,
puesto que el consumo de café suele ir asociado en mayor o menor medida al
consumo de tabaco. Aunque la cafeina es un sustancia potencialmente mutagénica
in vitro, no se ha podido establecer una relacion definitiva entre el consumo regular
de café y CaV, no encontrandose efecto dosis-respuesta y atribuyéndose el efecto a
la presencia del tabaquismo como factor de confusién, ya que los consumidores de
café suelen fumar mas (Pelucchi y cols. 2009; Villanueva y cols. 2009). Por ello,
decidimos realizar un analisis de regresion logistica multivariante para determinar el
riesgo de CaV entre los sujetos que con sumian café, ajustando consumo de tabaco.
Ajustado por el habito tabaquico actual, los analisis de regresidbn muestran como el

consumo de café aumenta 1,73 veces el riesgo de padecer CaV (Tabla 22).
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Tabla 21. Distribucion de variables relacionadas con el consumo de bebidas (ml/dia)

Controles Casos p
Consumo total de liquidos: N (%)
<1,5 litros/dia 183 (88,8) 121 (87,7) 0.735
>= 1,5 litros/dia 23 (11,2) 17 (12,3)
Consumo de bebidas (ml/dia): media (DT)
Refresco SIN gas 22,09 (97,3) 17,7 (88,45) 0,532
Refresco CON gas 56,9 (144,9) 54,6 (146,7) 0,064
Café CON cafeina 61,5 (57,1) 66,8 (58,8) 0,004
Café SIN cafeina 29,92 (43,09) 29,3 (43,5) 0,672
Té 8,68 (43,31) 6,9 (34,7) 0,848
Cerveza 44,06 (83,21) 41,4 (80,2) 0,560
Vino 25,91 (57,43) 26,4 58,7 0,986
Otras bebidas alcohdlicas 3,47 (13,43) 3,2 (10,9) 0,143
Agua del grifo 126,14 (238,49) 128,6 (243,5) 0,143
Agua embotellada SIN gas 504,43 (457,42) 508,6 (459,8) 0,421
Agua embotellada CON gas 164,53 (313,91) 157,1 (320,8) 0,100
Consumo de bebidas (ml/dia): mediana (p25-p75)
Refresco SIN gas 0 (0-0) 0 (0-0) 0,384
Refresco CON gas 0 (0-0) 0 (0-57) 0,050
Café CON cafeina 45 (0-90) 90 (0-90) 0,005
Café SIN cafeina 0 (0-90) 0 (0-45) 0,478
Té 0 (0-0) 0 (0-0) 0,128
Cerveza 0 (0-57,1) 0 (0-47,1) 0,507
Vino 0 (0-19,3) 0 (0-19,3) 0,489
Otras bebidas alcohdlicas 0 (0-0) 0 (0-0) 0,673
Agua del grifo 0 (0-200) 0 (0-151,6) 0,189
Agua embotellada SIN gas 600 (0-800) 600 (0-800) 0,567
Agua embotellada CON gas 0 (0-200) 0 (0-200) 0,114
Porcentaje de sujetos que Sl consumen cada bebida (%)
Refresco SIN gas 8,3 5,8 0,380
Refresco CON gas 28,6 20 0,069
Café CON cafeina 61,2 72,7 0,027
Café SIN cafeina 41,3 35,7 0,299
Té 3,4 7,1 0,114
Cerveza 37,9 41,4 0,505
Vino 28,2 32,1 0,426
Otras bebidas alcohdlicas 16 18,6 0,536
Agua del grifo 20,4 25,7 0,245
Agua embotellada SIN gas 67 68,6 0,758
Agua embotellada CON gas 31,1 25,7 0,281
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Tabla 22. Riesgo (OR) de presentar CaV en funcion del consumo de CAFE,
ajustado por tabaquismo actual

Variable Odds ratio (IC 95%) p

Consumo de café -

No 1,00

Si 1,73 1,05-2,86 0,033
Sexo

Mujer 1,00

Hombre 0,66 0,30-1,27 0,196
EDAD (afios) 1,014 0,995-1,033 0,142
Habito tabaquico

No fuma 1,00

Ex-fumador 8,51 3,99-18,1 <0,001
Fumador actual 2,27 1,17-4,42 0,015
Constante 0,108 0,003

Tal resultado se mantiene incluso si lo que consideramos es la intensidad de
la exposicion al tabaco (actual + pasada) mediante el n° de cajetillas-afio (Tabla 23).
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Zeegers y cols. en poblacion
holandesa en los que se sugirié una posible asociacion positiva entre el consumo de
café y el riesgo de CaV en los hombres, sobre todo para aquellos grandes
consumidores (>7 tazas/dia) y este efecto no era modificado sustancialmente al
ajustar por el consumo de tabaco (Zeegers y cols. 2001a). Sin embargo, la
asociacion entre el consumo de café y un mayor riesgo de CaV no es clara. Asi,
mientras unos autores sugieren que el consumo de café (y no el de té) incrementa el
riesgo de cancer de tracto urinario en aproximadamente un 20% (Sala y cols. 2000;
Zeegers y cols. 2001d), otros no encuentran tal asociacién, como tampoco la
encuentran entre el consumo de café y otros tumores (tales como mama, cavidad
oral y faringe, colon y recto, endometrio, esofago, hepatocelular, leucemia, pancreas

y prostata) (Yu y cols. 2011). Un reciente metaandlisis ha realizado un pool-analisis
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(andlisis combinado de los datos agrupados de diferentes estudios) de los datos de
23 estudios de casos y controles y 5 estudios de cohortes y ha determinado que, en
los estudios de casos y controles, comparado con los no bebedores de café el riesgo
de CaV ajustado por tabaquismo es de 1,07 para los bebedores de 1 taza/dia; 1,15
para 2 tazas/dia; 1,22 para 3 tazas/dia y 1,29 para 4 tazas/dia (todos p<0,05). En los
estudios de cohorte los resultados no fueron significativos (Zhou y cols. 2012).

Tabla 23. Riesgo (OR) de presentar CaV en funcion del consumo de CAFE,
ajustado por intensidad de exposicion al tabaco

Variable Odds ratio (IC 95%) p

Consumo de café

No 1,00 -

Si 1,67 1,02-2,75 0,041
Sexo

Mujer 1,00

Hombre 1,51 0,74-3,06 0,255
EDAD (afio) 1,02 1,00-1,04 0,052
Paquetes-afio

0 1,00

1-20 4,14 1,89-9,08 <0,001
21-38 2,36 1,08-5,13 0,031
39-59 1,67 0,66-4,24 0,280
>= 60 4,70 1,67-13,2 0,003

En resumen, se ha de destacar que el consumo de café se asocia en nuestro
estudio a un mayor riesgo de CaV, incluso una vez tenida en cuenta la exposicion al

tabaco.

Finalmente, resaltar que nuestros resultados indican que la cantidad de
refresco con gas consumida por los casos superaba significativamente a la de los
controles (Tabla 21). A pesar de que la mediana para ambos era de 0, el percentil 75

de la distribucion deja patente esa diferencia (57 vs. 0 ml/dia en p75, p = 0,05). Sin
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embargo este hallazgo es dificil de explicar y puede ser simplemente casual. En un
estudio realizado en Uruguay, los refrescos con gas (soft drinks) no mostraron
asociacion con el riesgo de CaV, como si lo mostraron el café o el mate (De Stefani
y cols. 2007). En otro estudio realizado en EEUU, los refrescos con gas mostraron
un efecto protector frente al CaV en hombres (Bruemmer y cols. 1997). Aunque los
edulcorantes presentes en muchos de los refrescos con gas han sido analizados en
la literatura como factor de riesgo para el desarrollo de CaV (Weihrauch y cols.
2004), su papel exacto no ha sido determinado aun. En esta Tesis doctoral se ha
encontrado una asociacion significativa entre la presencia de CaV y el mayor
consumo de refrescos con gas, pero su implicacion etiolégica y la influencia de
variables como el tipo de refresco (con o sin cafeina o con o sin edulcorantes, etc)

deberian ser objeto de un analisis mas exhaustivo.
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7. EXPOSICION A CONTAMINANTES AMBIENTES RELACIONADOS CON
TABACO Y DIETA, Y RIESGO DE CANCER DE VEJIGA: HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS (PAHS).

Como indicador de exposicion a contaminantes quimicos derivados del habito
tabaquico se llevd a cabo la determinacion de los niveles de los 16 PAHs mas
importantes en el suero de los individuos pertenecientes a los grupos de casos y
controles, con la intencion de explorar la relevancia de la exposicion a estos
compuestos como posible factor de riesgo de CaV. Se ha resefiar que la mayor
parte de los estudios realizan la determinacion de la exposicion a PAHs mediante la
medicién de alguno de sus metabolitos en orina, por las dificultades analiticas que
conlleva su identificacion y cuantificacion en suero. Es mas, los PAHs no suelen ser
valorados individualmente sino de forma global, y aunque los 16 compuestos
medidos en esta Tesis Doctoral son los clasicamente estudiados, no hay estudios
gue valoren la exposicion individual a este tipo de compuestos. Del mismo modo es
importante destacar que mientras que son bien conocidos los niveles de
contaminacion de la poblacién canaria por otros contaminantes ambientales (como
los pesticidas organoclorados o bifenilos policlorados) (Zumbado y cols. 2005;
Luzardo y cols. 2006; Henriquez-Hernandez y cols. 2011), nada se sabe de los

niveles de contaminacion por PAHs en nuestra poblacion.

Nuestros resultados han puesto de manifiesto la existencia de un mayor
namero de PAHSs en las muestras procedentes de los controles. Asi, detectamos una
media de 1,35 PAHSs por individuo entre los controles (rango, 0-4) y de 1,06 (rango
0-5) entre los casos de CaV (p = 0,007).

El PAH detectado mas frecuentemente fue el fenantreno, seguido del
acenafteno (27,2 y 27,1% para controles y casos, respectivamente) y del benzo
(a)antraceno (14,6 y 11,4% para controles y casos, respectivamente). Estos datos
concuerdan con lo descrito por otros autores en poblaciones muy diferentes a la
nuestra. Asi, altos niveles de fenantreno, acenafteno y benzo(a)antraceno se han
detectado igualmente en otras poblaciones, no solo en suero, sino también en

corddn umbilical y leche materna (Tang y cols. 2006; Neal y cols. 2008).
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De los 16 compuestos analizados, solo uno, el fenantreno, presentaba una
distribucion significativamente diferente entre casos y controles. Asi, el 62,6% de los
controles presentaba niveles detectables de este compuesto, con una mediana de
concentracion de 0,9 ng/ml de suero; mientras que solo el 49,3% de los casos tenia
residuos de este hidrocarburo, con una mediana de concentracion de 0,5 ng/ml de
suero (p = 0,002 y p = 0,003, respectivamente) (Tabla 24). El resto de PAHs
analizados se distribuian de manera similar entre ambos grupos, destacando que 6
de ellos (fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, indeno(1,2,3-
c,d)pireno, dibenzo(a,h)antraceno y benzo(g,h)perileno) no fueron detectados en

ningun individuo, ni entre los casos ni entre los controles.

Para explorar con mas detalle el papel de los PAHs en el CaV, se agruparon
segun la clasificacion de potencial carcinogenicidad establecida para estos
compuestos por la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC),
quedando dos grupos claramente definidos: PAHs pertenecientes al grupo 2B
(Naftaleno + Benzo(a)antraceno + criseno + Benzo(b)fluoranteno +
Benzo(k)fluoranteno + Indeno pireno), y PAHSs pertenecientes al grupo 3 (Acenafteno
+ Fluoreno + Fenantreno + Antraceno + Fluoranteno + Pireno + Benzo perileno). El
sumatorio de PAHs (SumPAHS) correspondia a la suma de todos los compuestos
cuantificados (Tabla 25).
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Tabla 24. Distribucion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) entre los controles

y los casos. Se incluye el porcentaje de deteccion de los mismos en ambos grupos

Controles Casos
Compuesto % Mediana (p5-p95) % Mediana (p5-p95) p* p#
Naftaleno 2,4 0,0 (0,0-0,0) 2.1 0,0 (0,0-0,0) 1,000 0,807
Acenaftileno 1,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,513 0,233
Acenafteno 27,2 0,0 (0,0-1,0) 27,1 0,0 (0,0-1,6) 0,901 0,967
Fluoreno 9,7 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Antraceno 0,5 0,0 (0,0-0,0) 0,7 0,0 (0,0-0,0) 1,000 0,811
Fenantreno 62,6 0,9 (0,0-4,0) 49,3 0,5 (0,0-3,3) 0,002 0,003
Fluoranteno 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Pireno 8,3 0,0 (0,0-0,03) 3,6 0,0 (0,0-0,0) 0,074 0,066
Benzoantraceno 14,6 0,0 (0,0-0,02) 11,4 0,0 (0,0-0,02) 0,337 0,355
Criseno 4,9 0,0 (0,0-0,01) 5,7 0,0 (0,0-0,01) 0,810 0,802
benzo(b)fluoranteno 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Benzo(K)fluoranteo 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Benzo(a)pireno 0,5 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) 1,000 0,400
indeno(1,2,3- 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
c,d)pireno
Dibenzo(a,h)antraceno 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
benzo(g,h)perileno 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000

Abreviaturas: p5-p95, percentiles 5 y 95 de la distribucién; NA, no aplicable.
* Test de Chi cuadrado (entre el porcentaje de deteccidn de casos y controles)

#, Test de Kruskal Wallis (entre las medianas de casos y controles)

Al agrupar a los compuestos tal y como se ha descrito, observamos una
diferencia significativa en su distribucion entre casos y controles, tanto en funcion a

la frecuencia de deteccion como a la concentracion de los compuestos, siendo
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mayor entre los controles que entre los casos, tanto para el sumatorio de PAHs (71,4
vs 63,6% y 1,0 vs 0,6 ng/ml de suero; p = 0,027 y p = 0,010, respectivamente) como
para el sumatorio de PAHs pertenecientes al Grupo 3 de la IARC (68,0 vs 57,1% y
1,0 vs 0,6 ng/ml de suero; p = 0,007, p = 0,013, respectivamente).

Tabla 25. Distribucion de sumatorios de PAHs entre los controles y los casos. Se incluye el

porcentaje de deteccion de los mismos en ambos grupos

Controles Casos
Compuesto % Mediana (p5-p95) % Mediana (p5-p95) p* p#
Sum PAHs 71,4  1,0(0,0-5,8) 636 0,6 (0,0-4,7) 0,027 0,010
Sum PAHs-2B 18,4 0,0 (0,0-0,04) 15,0 0,0 (0,0-0,04) 0,380 0,366
IARC
Sum PAHs-3 68,0 1,0 (0,0-4,9) 57,1 0,6 (0,0-4,2) 0,007 0,013
IARC

Abreviaturas: p5-p95, percentiles 5 y 95 de la distribucion; PAHs, hidrocarburos aromaticos policiclicos; IARC,

Agencia Internacional de Investigacién del Cancer.
* Test de Chi cuadrado (entre el porcentaje de deteccién de casos y controles)

#, Test de Kruskal Wallis (entre las medianas de casos y controles)

Al segmentar a la poblacion en funcion del sexo, observamos que Unicamente
entre la poblacion de controles, la mediana de concentracion de la carga total de
PAHs (Sum PAHS) y de PAHSs pertenecientes al grupo 3 de la IARC (Sum PAHs 3)
era significativamente mayor entre los hombres que entre las mujeres (1,075 vs.
0,0629 ng/ml suero, p = 0,031 para Sum PAHSs; y 1,0027 vs. 0,0491 ng/ml suero, p =
0,043 para Sum PAHSs 3). Al comparar casos frente a controles, observamos que los
hombres pertenecientes al grupo control tenian unas concentraciones superiores de
Sum PAHs y Sum PAHs 3 que los hombres con CaV (1,075 vs. 0,6442 ng/ml suero,
p = 0,004 para Sum PAHs; y 1,0027 vs. 0,6442 ng/ml suero, p = 0,005 para Sum
PAHSs 3) (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de distribucion de la carga total de PAHs (Sum PAHs), de PAHs pertenecientes al
grupo 2B segun la clasificacion de la IARC (Sum PAHs 2B), y de PAHs pertenecientes al grupo 3
(Sum PAHSs 3), segun el sexo (A), la edad (B) y el indice de masa corporal (C), entre los controles

y casos. Los asteriscos indican comparacion entre casos y controles. **, p< 0,01.

Al segmentar a la poblacion en funcion de la edad, no observamos diferencias

significativas ni entre los controles ni entre los casos. Unicamente en el segmento de
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edad comprendido entre los 51 y 70 afos, al comparar casos frente a controles,
observamos que, los controles tenian niveles de Sum PAHs y Sum PAHs 3 mayores
gue los casos (1,2717 vs 0,4063 ng/ml suero, p = 0,006 para Sum PAHSs; y 1,2682 vs
0,4063 ng/ml suero, p = 0,007 para Sum PAHs 3) (Figura 18B).

Al segmentar a la poblacion en funcion del IMC, observamos que Unicamente
entre la poblacion control, los niveles de Sum PAHs y Sum PAHs 3 eran diferentes
segun la distribucion del IMC, siendo nulo para la poblacién con bajo peso (n = 2),
aumentando entre los individuos con normopeso y sobrepeso (0,9149 y 1,3276
ng/ml suero) y volviendo a disminuir entre los individuos con sobrepeso (0,5173
ng/ml suero) (p = 0,009 y p = 0,006). Al comparar casos frente a controles,
observamos que unicamente entre los individuos con sobrepeso, los controles tenian
mayores niveles de Sum PAHs y Sum PAHs 3 que los hombres con CaV (1,3276 vs
0,5713 ng/ml suero, p = 0,002 para Sum PAHSs; y 1,3272 vs 0,5713 ng/ml suero, p =
0,002 para Sum PAHSs 3) (Figura 18C).

Debido a la ausencia de estudios previos en la bibliografia que relacionen
sexo, edad e IMC y riesgo de CaV y a las diferencias metodolégicas entre nuestro
trabajo y los diferentes trabajos consultados (generalmente se realiza cuantificacion
de niveles de PAHSs en orina y no en suero), es dificil de explicar las diferencias que

observamos en nuestro estudio en relacion al sexo, la edad o el IMC.

En nuestro estudio, el fenantreno aparecié como un factor protector asociado
al CaV en analisis univariante (OR = 0,776, 1C95% 0,638-0,942, p = 0,011). Y este
efecto se mantuvo incluso al realizar analisis multivariante ajustado por las variables
edad, IMC, antecedentes familiares, consumo de café con cafeina, profesion (chofer)
y hébito tabaquico (Tabla 26). Ninguin otro compuesto aromatico policiclico,
individual o en sumatorios, se mostr6 como predictivo para esta patologia ni en

analisis univariante ni en analisis multivariante.

Con respecto a estos hidrocarburos, se ha de hacer constar que éstos son
metabolizados por la superfamilia del citocromo p450 (CYP1B1, CYP1Al, CYP1A2y
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Tabla 26. Asociacion entre los niveles de fenantreno y el riesgo de

sufrir CaV en analisis multivariante ajustado por covariables

Variable RR 1C95% p
Edad 1,012 0,993-1,033 0,215
IMC 0,959 0,891-1,032 0,266
Antecedentes familiares 7,708 0,907-65,54 0,061
Consumo de café 1,602 0,942-2,725 0,082
Profesion (chofer) 1,556 0,755-3,206 0,231
Fumador 5,732 2,746-11.96 < 0,001
Fenantreno 0,792 0,641-0,978 0,030

Abreviaturas: PAHSs, hidrocarburos aromaticos policiclicos; RR, riesgo relativo; IMC,

indice de masa corporal.

CYP2E1, principalmente) (Schober y cols. 2010). El funcionamiento de estas
enzimas esta condicionado por diferentes factores, entre los que se encuentra el
género. Es por tanto probable que las diferencias de metabolizacion de estos
compuestos en funcién del sexo del individuo expliquen, al menos parcialmente, las
diferencias que observamos en cuanto a los niveles de estos contaminantes entre
hombres y mujeres. Ademas, existe una intrincada relacion entre el habito tabaquico,
la dotacion genética del individuo en lo relativo a enzimas de metabolizacion de
PAHs (incluida la enzima glutation-S-transferasa; GST) y los niveles de estos
compuestos. De nuevo, los estudios publicados que han explorado estas complejas
asociaciones no miden los compuestos quimicos en el suero, sino que hacen una
aproximacion indirecta a través de la cuantificacion de metabolitos en orina. En
cualquier caso, la relacién entre las variables existe, estando ademas influenciada
por otras variables como el tipo de trabajo (con alta exposicién a PAHs, como es la
de empleado en un asaderos o ahumaderos de alimentos o trabajadores encargados
del asfaltado de carreteras) o la dieta (rica en productos a la brasa o ahumados)
(Nan y cols. 2001). Por todo ello, la influencia que el sexo, la edad o el IMC puedan
tener sobre los niveles séricos de los PAHs debe ser tomada con precaucién, ya que
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es altamente probable que existan otras variables no tenidas en cuenta en este
estudio que puedan ejercer una influencia considerable. Ademas, no detectamos
diferencias significativas debidas al sexo, edad o IMC cuando los principales PAHs
fueron analizados individualmente (fenantreno, acenafteno y benzo(a)antraceno)
(dato no mostrado). Mas audn, las correlaciones bivariadas entre edad e IMC
(tomados como variables continuas) y los PAHs (individuales y agrupados) no fueron
significativas en ningun caso. No obstante, debido justamente a lo novedoso del
estudio, a los presentes resultados se les debe dar su valor, pudiéndose concluir a
este respecto que el sexo, la edad y el IMC pueden influir de alguna manera en los
niveles séricos de PAHSs, aunque otras muchas variables deben ser tenidas en

cuenta.

Son numerosos los trabajos cientificos que han investigado el papel de los
PAHs como factores de riesgo para el cancer. Esto puede ser debido a la intima
conexion existente entre tabaco y PAHs (Scherer y cols. 1997; Scherer 2005). De
hecho se cree que algunos PAHs pueden ser los responsables del potencial
cancerigeno del tabaco, aunque esta teoria no estd demostrada. Los PAHs
necesitan ser bioactivados para poder ser carcinogénicos, por lo que la funcionalidad
y eficiencia de las enzimas metabolizadoras (citocromos, GSTs y otras) se torna en
un elemento critico para el potencial carcinogénico de estas sustancias (Alexandrov
y cols. 2002). La carcinogenicidad de los PAHs se asocia a la complejidad de la
molécula (al aumentar el nimero de anillos de benceno) y a la activacion metabdlica,
tales como la generacion de reactivos intermedios diol epoxido y su posterior unién
covalente al ADN (Bostrom y cols. 2002). Por su conexion con el tabaco, gran parte
de los trabajos en los que se analiza el papel de los PAHs en la patologia tumoral
estan referidos al céncer de pulmon. En este sentido, se ha reportado
recientemente, en un estudio con 422 casos y 894 controles, que los individuos que
trabajan en contacto con el asfalto y el alquitran tienen un riesgo incrementado de
sufrir cancer de pulmén (McClean y cols. 2011). Los autores explican parcialmente
estos resultados por la alta exposicion de este colectivo laboral a determinados
contaminantes medioambientales, entre los que destacan los PAHs. No obstante,

observan también un papel relevante del habito tabaquico asi como a la presencia
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de determinados polimorfismos en el gen que codifica para la enzima CyplAl
(McClean y cols. 2011). No obstante, otro importante estudio con 433 casos y 1.253
controles no ha encontrado esta asociacion en el colectivo de trabajadores
dedicados al asfalto (Olsson y cols. 2010). Por su parte Armstrong y Gibbs han
publicado recientemente un importante trabajo sobre una cohorte de 16.431
personas (15.703 hombres y 728 mujeres), donde analizaron la exposicion a PAHs
en relacion a cancer de pulmén, teniendo en cuenta el habito tabaquico (Armstrong y
cols. 2009). Los autores concluyeron que el papel de los PAHs como factor de riesgo
para el cancer de pulmdn sigue sin estar totalmente definido, no reportando por tanto

asociacion clara entre ambas variables.

Respecto al cancer de vejiga, por su asociacion con el tabaco, se ha intentado
establecer igualmente una relacién de riesgo con los PAHSs. Clavel y cols. llevaron a
cabo un estudio con 658 casos de cancer de vejiga y 658 controles, en los que
valoraron la profesion, el habito tabaquico, el consumo café y la exposicion a PAHs
en cinco regiones diferentes de Francia (Clavel y cols. 1994). Observaron, tras
ajustar por variables, que la exposiciébn a PAHs provocaba un ligero aumento del
riesgo de sufrir la enfermedad (OR 1,3, IC95% 1,0-1,7, p < 0,05). Una importante
limitacién del estudio fue que la determinacion de exposicion a PAHs se realiz
psedocuantitativamente mediante cuestionarios (Clavel y cols. 1994). Estos
resultados coincidian con lo publicado previamente por otros autores, con disefios
experimentales similares (Bonassi y cols. 1989). Sin embargo, otros autores han
reportado la ausencia de incremento de riesgo de sufrir CaV en determinadas
profesiones y concluyen que el habito tabaquico debe ser considerado como el
principal factor de riesgo para la enfermedad (Zeegers y cols. 2001c). Estudios
prospectivos han puesto de manifiesto que entre los hombres son los camareros los
profesionales con mayor riesgo de sufrir cancer de vejiga y que entre las mujeres,
aguellas con mayor riesgo eran las que trabajaban en la industria tabaquera
(Pukkala y cols. 2009). Los autores explican esta asociacion mediante una

asociacion directa con el consumo del tabaco.

En general, la mayoria de los articulos publicados estan hechos en
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poblaciones de riesgo donde la evaluacidén de la exposicién a sustancias quimicas
(como los PAHSs) se hace de manera indirecta (encuestas) o por cuantificacion de
metabolitos en orina. En este sentido, esta Tesis Doctoral presenta una metodologia
novedosa, de casos y controles con base hospitalaria donde los PAHs se han

determinado en el suero de los individuos estudiados.

De manera general, se puede afirmar que las asociaciones entre la exposicion
a los PAHs y el cancer de vejiga son deébiles. Los estudios no suelen mostrar riesgos
incrementados por encima de 2, con significaciones estadisticas limitadas, por lo que
aun hoy, el papel de estos contaminantes en el CaV no esta del todo definido.
Méaxime cuando la IARC tiene clasificadas a estas sustancias dentro de los grupos

con menor potencial carcinogénico (2B y 3).

Se ha de resefiar que en nuestra serie de pacientes observamos que el
fenantreno aparecia como factor protector de CaV. El fenantreno es un PAH,
considerado como no cancerigeno (grupo 3 de la IARC), y relacionado de alguna
manera con problemas en la piel debido a su poder fotosensibilizante. Es encontrado
en el humo del cigarrillo siendo su férmula empirica C4Hio. Una busqueda en
PubMed con los términos “Phenanthrene bladder cancer risk” no reporta ningun
resultado. Para buscar una explicacion a este “paraddjico” resultado se debe tener
en cuenta la compleja metabolizacion que sufre estas sustancias. Como se dijo
anteriormente, la superfamilia de enzimas citocromo P450, codificadas por mas de
250 genes, se encargan por oxidacién, de la metabolizacion de xenobidticos entre
los que estan los PAHs. En concreto, las familias 1, 2 y 3 parecen ser las mas
relevantes, destacando CYP1Al, CYP1A2, CYP1B, CYP2B, CYP2C y CYP3A, que
a su vez estan complejamente reguladas (Shou y cols. 1994). Ademas en los
procesos de eliminacién de los PAHs entran en juego otras enzimas, entre las que
destaca la glutation-S-transferasa (Hecht y cols. 2009) (Figura 19). Determinadas
variantes polimérficas en los genes que codifican para estas enzimas pueden
condicionar el funcionamiento de las mismas, modificando los ratios de
biotransformacion, acumulacion y eliminacién de esta sustancia. De hecho, Hecht y

cols. (2006) han reportado una asociacion positiva entre el polimorfismo 1462V del
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CYP1ALl y la bioactivacién del fenantreno (mayor ratio PheT/HOPhe, Figura 19), que
era mas significativa entre las mujeres y en combinacién con la variante polimérfica
GSTM1-null (Hecht y cols. 2006). Ademas, otros polimorfismos, como el
CYP1B1R48G y el CYP1B1A119S, parecen asociarse a mayores ratios de
eliminacién del fenantreno (menor ratio PheT/HOPhe) (Hecht y cols. 2006).

Hay estudios que han reportado una influencia del tabaco en la
metabolizacion del fenantreno. Asi, el ratio PheT/HOPhe era mayor entre los
fumadores que entre los no fumadores, lo que demuestra que el habito tabaquico
induce la metabolizacion por diol epdxidos, y sugiere que la induccién de la
metabolizacion de los PAHs contribuye a aumentar el riesgo de cancer por el tabaco
(Hecht y cols. 2005).

Dada la complejidad de la metabolizacion de este compuesto, que ademas
estad condicionada por la presencia de determinados polimorfismos, es mas que
probable que las diferencias de concentracion de fenantreno entre nuestra poblacion
de casos y de controles sea debida a variables genéticas. Debido a ello en otro
capitulo de esta Tesis Doctoral se evalian la presencia de determinados
polimorfismos de genes implicados en la eliminacion de los PAHs, asi como otros

polimorfismos en genes implicados en procesos de carcinogenicidad.
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Figura 18. Esquema que representa la metabolizacién del fenantreno (3) a epoxidos de tipo diol y
acidos mercapturicos. El fenantreno puede ser metabolizado a fenantrol (HOPhe, -6-) y eliminado,
siendo esta sustancia un marcador de detoxificacién. Por otro lado, el fenantreno puede sufrir
activacion metabdlica (PheT -9-). El ratio PheT/HOPhe da idea de la metabolizacion del fenantreno.
Mediante la conjugacion con glutation (10) se produce acido mercaptdrico, no detectado en orina
humana. La conjugacion con diol epoxido (11) produce anti-PheDE-1-NAC (14) que es eliminado

(Hecht y cols. 2009).
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8. EXPOSICION A CONTAMINANTES DE ORIGEN AGRICOLA Y AMBIENTAL, Y
CANCER DE VEJIGA: PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS (POCs).

Teniendo en cuenta la bibliografia previa en la que se consideraba la
posibilidad de que la profesion de agricultor fuera un potencial factor de riesgo para
el CaV, se decidié determinar en el presente trabajo los niveles de los plaguicidas
mas persistentes, esto es aquellos incluidos en el grupo de los plaguicidas
organoclorados (OCs), en las muestras de suero de los individuos pertenecientes a
los grupos de casos y controles. A pesar de que el uso de la mayoria de los OCs
esta prohibido en Espafia y otros paises occidentales desde los afios 70 del pasado
siglo, sus efectos adversos (entre ellos su potencial carcinogenicidad) y su alta
persistencia en el medio ambiente (debida a su liposolubilidad), hace que este tipo
de plaguicidas se sigan detectando en la poblacion espafiola y canaria,
especialmente en las personas de mayor edad, como las que estan incluidas en
nuestro estudio, ya que éstas se expusieron directamente a OCs cuando éstos no

habian sido aun prohibidos.

En nuestra muestra, se detectaron una media de 3,28 compuestos de este
tipo por individuo entre los controles (rango, 0-7) y de 3,17 (rango 0-7) entre los
casos de CaV (p > 0,05). Siendo el 4,4-DDE, principal metabolito del DDT, el mas
frecuentemente medido (mas del 70%). Su alta liposolubilidad permite que este tipo
de compuestos se acumulen en la grasa, siendo légico pensar que cuanta mayor

edad tenga el individuo, mayores seran sus niveles de este tipo de compuestos

Aungue no detectamos diferencias significativas en la distribucion de estos
compuestos entre los grupos de casos y controles, llaman la atencion algunos
resultados resumidos en la Tabla 27. A pesar de que en Espafia, el DDT se prohibio
a finales de la década de 1970, mas del 14% de la poblacién en estudio presento
niveles detectables de esta sustancia y mas del 75% de los individuos tenian niveles
detectables de 4,4-DDE, tanto entre los casos como entre los controles. Y lo que es
aun mas llamativo casi el 90% de la poblacibn de casos presentaba niveles

detectables de algun derivado del DDT (Tabla 27). Estos datos estan de acuerdo
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con lo observado por otros autores en otras poblaciones (Snedeker 2001; Glynn y
cols. 2003). Lo mismo puede decirse para el caso de los isbmeros beta y gamma del
hexaclorociclohexano (HCH) detectados en alrededor del 80% de los individuos
incluidos en este estudio, y la dieldrina, detectado en mas del 30% (todos estos
plaguicidas estan prohibidos en nuestro pais desde hace afios, pero su elevada
persistencia y estabilidad les convierte en contaminantes ambientales ubicuos).
Asimismo, mas del 40% de los individuos presentaban niveles detectables de
hexaclorobenceno (HCB), un producto altamente contaminante usado como

disolvente en la formulacién comercial de OCs.

Tal y como se puede observar en la Tabla 27, los contaminantes que
alcanzaron mayores niveles de residuos en nuestra muestra fueron el 4,4’-DDE (1,5
ng/g de lipido de mediana, alcanzando niveles de 26,2 ng/g de lipido en el percentil
95 en el grupo de controles) y HCH alfa y gamma (1 ng/g de lipido de mediana,
alcanzando niveles de 13,9 ng/g de lipido en el percentii 95 en el grupo de

controles).

Los diferentes compuestos se analizaron agrupandolos en funcion de su
estructura quimica con la intencion de comprender mejor la distribucion de los
mismos entre casos y controles (Tabla 28). Asi, el total de OCs estd compuesto por
la suma de todos los compuestos; el total de poliaromaticos clorados es la suma de
4,4-DDT, 4,4’-DDE, 4,4-DDD y metoxiclor; el total de DDT es la suma de 4,4-DDT,
4,4-DDE y 4,4’-DDD; el total de HCH es la suma de los isomeros alfa, beta, deltay
gamma, el total de ciclodienos lo compone la suma de aldrina, dieldrina, endrina,
heptacloro, clordano-cis, clordano-trans, alfa endosulfan, beta-endosulfan,
endosulfan-sulfato y mirex; y el total de endosulfan esta compuesto por la suma de

los compuestos alfa endosulfan, betaendosulfan y endosulfan-sulfato.
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Tabla 27. Distribucion de pesticidas clorados (ng/ml de suero) entre los controles y los casos. Se incluye el

porcentaje de deteccion de los mismos en ambos grupos

Controles Casos

Compuesto % Mediana (p5-p95) % Mediana (p5-p95) p* p#

4,4-DDT 14,1 0,0 (0,0-0,1) 12,1 0,0 (0,0-0,1) 0,419 0,368
4,4-DDE 77,2 1,5 (0,0-26,2) 84,3 1,7 (0,0-14,6) 0,641 0,275
4,4-DDD 1,0 0,0 (0,0-0,0) 2,9 0,0 (0,0-0,0) 0,408 0,240
HCB 45,6 0,3 (0,0-2,5) 41,4 0,0 (0,0-2,1) 0,081 0,419
HCH alfa 1,5 0,0 (0,0-0,0) 1,4 0,0 (0,0-0,0) 1,000 0,874
HCH betay gamma 75,2 1,0 (0,0-13,9) 80,7 0,8 (0,0-5,9) 0,332 0,086
HCH delta 6,8 0,0 (0,0-0,0) 7,9 0,0 (0,0-0,0) 1,000 0,897
Aldrina 3.4 0,0 (0,0-0,0) 5,7 0,0 (0,0-0,02) 0,434 0,408
Dieldrina 33,0 0,0 (0,0-0,4) 40,7 0,0 (0,0-0,4) 0,478 0,804
Endrina 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Heptacloro 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Clordano cis 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Clordano-trans 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
alfa Endosulfan 2,9 0,0 (0,0-0,0) 2.1 0,0 (0,0-0,0) 0,737 0,537
beta Endosulfan 2,4 0,0 (0,0-0,0) 4,3 0,0 (0,0-0,0) 0,539 0,433
Endosulfan-S 0,0 0,0 (0,0-0,0) 0,0 0,0 (0,0-0,0) NA 1,000
Metoxicloro 5,3 0,0 (0,0-0,02) 5,0 0,0 (0,0-0,02) 0,809 0,695
Mirex 0,5 0,0 (0,0-0,0) 1,4 0,0 (0,0-0,0) 0,580 0,413

Abreviaturas: p5-p95, percentles 5 y 95 de la distribucion; HCB, hexaclorobenceno; HCH,

hexaclorociclohexano; S, sulfato; NA, no aplicable.
* Test de Chi cuadrado (entre el porcentaje de deteccién de casos y controles)

#, Test de Kruskal Wallis (entre las medianas de casos y controles)

Tampoco en este caso se detectaron diferencias significativas entre los casos
y los controles, aunque de manera general, el porcentaje de deteccién entre los

casos era superior al de los controles. Destacamos el hecho de que, salvo para el
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total de ciclodienos y endosulfan, el resto de compuestos estaba presente en mas
del 75% de los individuos analizados, llegando casi al 90% entre los casos para el
total de OCs. Tampoco detectamos diferencias significativas respecto a los niveles

de residuos.

El sexo, la edad y el IMC son variables biolégicas que condicionan los niveles
de este tipo de plaguicidas en la poblacion (Zumbado y cols. 2005; Luzardo y cols.
2006), por lo que decidimos analizar la distribucion de los mismos en funcion de

esas variables tanto en los casos como en los controles.

Tabla 28. Distribucion de sumatorios de pesticidas clorados (ng/ml de suero) entre los

controles y los casos. Se incluye el porcentaje de deteccién de los mismos en ambos

grupos
Controles Casos

Compuesto % Mediana (p5-p95) % Mediana (p5-p95) p* p#

Total OCs 81,1  3,5(0,0-34,8) 88,6  3,0(0,0-19,5) 0,408 0,168
Total PCI 76,7 1,5 (0,0-26,2) 84,3 1,7 (0,0-14,6) 0,657 0,279
Total DDT 76,7  1,5(0,0-26,2) 84,3 1,7 (0,0-14,6) 0,657 0,277
Total HCH 75,2 1,0 (0,0-13,9) 82,1 0,8 (0,0-5,9) 0,684 0,092
Total Ciclodienos 35,0 0,0 (0,0-0,4) 43,6 0,0 (0,0-0,4) 0,411 0,765
Total Endosulfan 5,3 0,0 (0,0-0,03) 5,0 0,0 (0,0-0,03) 0,809 0,727

Abreviaturas: p5-p95, percentiles 5 y 95 de la distribucion; OCs, organoclorados; PCIl, poliaromaticos

clorados; HCH, hexaclorociclohexano.
* Test de Chi cuadrado (entre el porcentaje de deteccién de casos y controles)

#, Test de Kruskal Wallis (entre las medianas de casos y controles)

153



Respecto al sexo, observamos Unicamente entre la poblacion de casos, que,
tal y como se recoge en la bibliografia (Charlier y cols. 2002; Zumbado y cols. 2005),
los niveles de los distintos grupos de OCs analizados eran significativamente
mayores entre las mujeres, salvo para la carga total de ciclodienos y de endosulfan.
Al comparar casos frente a controles, observamos que Unicamente entre los
hombres, los niveles de carga total de OCs y de HCH eran significativamente
menores entre los individuos con CaV (3,64 vs. 2,80; 1,01 vs. 0,78 ng/g lipido,

respectivamente) (Figura 17A).

En lo referente a la edad, observamos tanto en los controles como en los
casos, que los niveles de los distintos grupos de organoclorados analizados
aumentaban conforme aumentaba la edad (salvo para la carga total de ciclodienos y
de endosulfan). Tras su correspondiente andlisis observamos unos coeficientes de
correlacion de Spearman de 0,319, 0,291, 0,292 y 0,363, respectivamente para los
controles (p < 0,0001); y de 0,393, 0,373, 0,371 y 0,342, respectivamente para los
casos (p< 0,0001). Al comparar casos frente a controles, observamos que
Unicamente en el rango de edad de los 51 a los 70 afos, los niveles de carga total
de OCs, PCI, DDT y de HCH eran significativamente menores entre los individuos
con CaV (3,97 vs. 2,18; 1,86 vs. 0,97; 1,86 vs. 0,97; y 0,98 vs. 0,52 ng/g lipido,
respectivamente) (Figura 17B). En este sentido, estos resultados demostrando una
correlacion significativamente positiva entre ambas variables, coincide con lo

publicado previamente por otros autores (Glynn y cols. 2003).

A pesar de que se ha teorizado igualmente acerca de una asociacion entre la
carga de OCs y el IMC (Bachelet y cols. 2011), en nuestro estudio no se
evidenciaron diferencias de distribucion en ningan andlisis respecto al IMC (Figura
19). A este respecto, las mujeres con mayores niveles de IMC parecen ser el grupo
de poblacion que mayores niveles de residuos de OCs presentan (Bachelet y cols.
2011). Del mismo modo, no observamos este tipo de perfil de distribucion entre la
poblacién control, posiblemente debido al bajo numero de mujeres contenidas en el
estudio.
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Figura 19. Perfil de distribucidon de la carga total de organoclorados (TotOCs), de poliaromaticos
clorados (TotPCl), de DDT (TotDDT), de hexaclorociclohexano (TotHCH), de ciclodienos (TotCiclod) y
de endosulfan (TotEndos), en funcién del sexo (A), la edad (B) y el indice de masa corporal (C),
entre los controles y casos. Los asteriscos indican comparacion entre casos y controles. *, p< 0,05; **,
p <0,01.
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Observamos, tras analisis univariante, que el total de HCH era un factor
asociado al CaV, con un odds ratio (OR) de 0,928 (p= 0,046, 1C95% 0,862-0,999), lo
que indica un discreto efecto protector de los HCH para esta patologia. Este hallazgo
sera discutido con posterioridad. Al analizar el tipo de HCH involucrado en esta
asociacion, observamos que se asociaban significativamente los HCH beta y
gamma (OR, 0,928, p = 0,046, 1C95% 0,861-0,999).

Se procedid a realizar un analisis multivariante, ajustando por edad, habito
tabaquico, consumo de café, antecedentes familiares de CaV y profesion de riesgo
(chéfer), para explorar el verdadero papel del HCH como factor de riesgo de CaV.
Tal y como se resume en la Tabla 29, el tabaco es el factor de riesgo mas potente
seguido del consumo de café con cafeina. Nuevamente, el total de HCH aparecia
como un factor discreto de proteccion de CaV. No observandose este tipo de

asociaciones para ninguno de los demas OCs estudiados.

Tabla 29. Asociacion entre la carga total de HCH y el riesgo de sufrir

CaV en analisis multivariante ajustado por covariables

Variable OR IC95% p
Edad 1,017 0,996-1,038 0,118
IMC 0,957 0,888-1,032 0,256
Antecedentes familiares 5,707 0,662-47,17 0,113
Consumo de café 1,727 1,002-2,973 0,049
Profesion (chofer) 1,787 0,843-3,789 0,130
Fumador 5,433 2,549-11.58 < 0,001
Total HCHs 0,929 0,865-0,997 0,041

Abreviaturas: HCH, hexaclorociclohexano; OR, odds ratio; IMC, indice de masa

corporal.

Tal y como puede observarse en la Figura 17, los niveles de residuos de OCs

de tipo DDT en el grupo de casos eran mayores en las mujeres que en los hombres.
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Respecto al IMC, aunque no es significativo, si parece evidente segun la Figura 19,
gue al aumentar este parametro aumentan los niveles de residuos de OCs, sobre

todo entre la poblacion de controles.

El DDT vy sus derivados estan catalogados dentro del grupo 2B (posiblemente
carcindgeno para el ser humano) segun la IARC; esto es, hay algunas pruebas de
que puede causar cancer a los humanos pero de momento estan lejos de ser
concluyentes. Al estratificar por sexo y edad a la poblacion, observamos una
diferencia significativa en los niveles totales de OCs, siendo menores entre los
pacientes con CaV varones en un rango de edad comprendido entre los 51 y 70
afios. No obstante, este hallazgo no fue significativo en andlisis de regresion
logistica. El papel del DDT y sus derivados como factor de riesgo de desarrollo
tumoral esta en entredicho. Su capacidad xenoestrogénica, mimetizadora de las
hormonas sexuales femeninas, le ha relacionado con algun tipo de tumores
hormono-dependientes como el carcinoma de mama (Clapp y cols. 2008), aunque
con resultados no del todo claros. No hay en la bibliografia estudios que relacionen a
este tipo de compuestos con el CaV, ni siquiera en poblaciones de riesgo expuestas
a estos compuestos (Clapp y cols. 2008). Esto puede ser explicado, al menos
parcialmente, por el proceso de metabolizacion que tiene este tipo de compuestos;
el DDT es degradado a su principal metabolito, el 4,4"-DDE, que queda almacenado
en el tejido graso por su alta liposolubilidad. El contacto, por tanto, de este tipo de
sustancias con el epitelio de la vejiga es minimo. Ademas, la principal via de
eliminacion del DDE es la biliar, mientras que el DDD es transformado a DDA y
eliminado por la orina (Brooks 1986). Con todo, el potencial carcinGgeno de este tipo
de compuestos para el CaV debe ser reducido, lo que concuerda con los resultados

obtenidos a este respecto en esta Tesis Doctoral.

Los niveles detectados de hexaclorobenceno (HCB) en nuestra poblacion
superan el 40% tanto para los controles como para los pacientes con CaV. Los
niveles de este contaminante son menores a los detectados por otros autores. Asi
por ejemplo, entre la poblacion de Catalufia, los niveles de deteccién superaban el

85% (Porta y cols. 2010), lo mismo que ocurria entre la poblaciéon de Vizcaya
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(Aurrekoetxea Agirre y cols. 2011). Esta discrepancia puede ser debida a diferencias
en los habitos de uso de este tipo de sustancias. Mientras que los pesticidas de tipo
DDT fueron extensamente usados en nuestra comunidad autbnoma en el pasado,
otros, como el HCB, tuvieron un empleo mas limitado. No observamos diferencias
significativas de los niveles de residuos de HCB entre casos y controles. El HCB
pertenece al grupo 2B de clasificacion de la IARC, y ha sido relacionado de manera
no concluyente con algun tipo de tumores hormono-dependientes (Sawada y cols.
2010; Giannandrea y cols. 2011). No existe bibliografia cientifica especializada

acerca de su posible relacion con el CaV.

Respecto a los compuestos de tipo hexaclorociclohexanos (HCHSs),
observamos que mas del 75% de la poblacion sana presentaba niveles detectables
de este tipo de sustancias, siendo el mas prevalente la suma de los isdmeros betay
gamma. Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores, siendo por
ejemplo de 73,8 el porcentaje de deteccidon entre la poblacion de Vizcaya
(Aurrekoetxea Agirre y cols. 2011). A pesar de su peligrosidad para los seres vivos y
el medioambiente, el principal HCH, el lindano o isomero gamma, se ha seguido
empleando hasta fechas recientes, prohibiéndose recientemente (2001). Debido a
ello se detectan niveles de estos plaguicidas en un alto porcentaje de las
poblaciones estudiadas incluida la nuestra. Observamos en nuestra muestra que las
mujeres presentaban niveles mayores de este tipo de compuestos y que existia una
correlacion positiva con la edad, asi como una tendencia con el IMC. Los resultados
presentados coinciden con lo publicado por otros autores en estudios realizados

incluso en nuestro pais (Porta y cols. 2010).

Observamos gque el total de HCH, y mas concretamente, el sumatorio de los
compuestos HCH beta y gamma, aparecian en analisis univariante y multivariante,
como discretos protectores de cancer de vejiga. Este resultado debe ser tomado con
precaucion y analizado pertinentemente en su contexto. En principio, la significacion
estadistica es limitada (p = 0,041), con un riesgo relativo de 0,929 cercano a 1,000
(que implica la ausencia de riesgo). Aun asi, el papel protector de ciertos agentes

contaminantes frente a procesos tumorales es un hecho recogido en la literatura
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cientifica. Angsubhakorn y cols. publicaron un trabajo donde observaban que la
administracién a baja dosis de lindano (L 7HCH) inhibia la hepatocarcinogénesis
inducida por aflatoxina en modelos animales (Angsubhakorn y cols. 1989). El lindano
era capaz de aumentar la actividad enzimatica del higado favoreciendo la
eliminacién de la aflatoxina y reduciendo por tanto la aparicion de tumores hepaticos
asociados a esta sustancia. Esto ha sido parcialmente reproducido en algun estudio
de casos y controles en poblacion humana. Asi, se ha observado una asociacion
negativa entre los niveles de HCH beta y el cancer de préstata en poblacion
japonesa (Sawada y cols. 2010). Es mas, algun estudio ha publicado resultados en
los que muestra que altas concentraciones de pesticidas organoclorados (cis-
nanoclor, mirex) y otras sustancias (PCBs) disminuyen el riesgo de cancer de mama
(Itoh y cols. 2009). Los autores argumentan como posible explicacion los bajos
niveles de residuos detectados en su poblacion, asi como la participacion de otros
factores riesgo (nivel basal de hormonas sexuales, por ejemplo).

Los compuestos de tipo HCH pertenecen al grupo 2B segun la IARC, y la
bibliografia especializada al respecto reporta ausencia de correlacion entre la
exposicién a este tipo de sustancias y el riesgo de cancer (Man y cols. ; Lopez-
Carrillo y cols. 2002; Iwasaki y cols. 2008), aunque otros estudios si observan
aumento del riesgo sobre todo en relacion a tumores de tipo hepatico y hormono-
dependiente (Kumar y cols. 2010; Xu y cols. 2010; Zhao y cols. 2011). Nada existe
publicado en relacion al cancer de vejiga, donde se observa por primera vez un
discreto efecto protector frente a esta patologia que debe ser considerado con
precaucion dada la potencia estadistica del analisis y la controvertida participacion

de estas sustancias en la carcinogénesis.

Respecto a los ciclodienos, solo aldrina y dieldrina fueron detectados en las
muestras, destacando los niveles de dieldrina, presentes en mas del 30% de los
controles y del 40% de los casos (aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa. En un estudio previo en nuestra poblacion, los niveles de deteccion de
dieldrina fueron del 27,2 de la poblacién (Luzardo y cols. 2006), lo cual coincide con

lo observado en el presente trabajo de Tesis. No obstante, los niveles de aldrina y de
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endrina fueron del 66,9 y 72,0 respectivamente (Luzardo y cols. 2006), lo que
contrasta con el 3,4 y 0,0 % detectado en el presente trabajo. Los niveles de
residuos de ciclodienos eran significativamente mayores entre la poblacion joven,
ausente totalmente en la muestra de poblacion estudiada en esta Tesis Doctoral, lo
gue puede ayudar a explicar la disminucion de los porcentajes de deteccion de esas
sustancias. Por otra parte, mientras que las muestras de aquel estudio fueron
recolectadas a mediados de la década de 1990, las muestras de este estudio han
sido recogidas mas de quince afios despueés, con lo que el perfil de residuos puede
haber cambiado para determinadas sustancias durante ese periodo de tiempo.
Nuestros resultados, no obstante, son similares a los reportados por otros autores en

otras poblaciones (Ritchie y cols. 2003).

Los ciclodienos pertenecen también al grupo 2B segun la clasificacion dada
por la IARC, con lo que es plausible que no se observe diferencia alguna de este tipo
de sustancias entre los casos y los controles, y que estas sustancias no aparezcan
como factor de riesgo asociado a CaV. Estos resultados concuerdan con lo
reportado previamente por otros autores en otros tipos tumorales (Ritchie y cols.
2003), ya que no hay estudios publicados en relacion al papel que los ciclodienos

puedan tener en el cancer de vejiga.

Por altimo, el endosulfan fue detectado en el 5% de los individuos de nuestro
estudio, no habiéndose observado diferencias significativas entre los casos y los
controles. Nuestros resultados coinciden con lo reportado por otros autores (6,06%)
en otras poblaciones (Varona y cols. 2010). La Organizacion Mundial de la Salud
tiene clasificado al endosulfan como de Clase Il, esto es, producto de moderado
riesgo. La Agencia de Proteccion Medioambiental (EPA) clasifica esta sustancia
como de categoria | (de alta toxicidad aguda). No esta listado por la IARC como
carcindgeno conocido, ya que no hay estudios epidemioldgicos que asocien la

exposicion al endosulfan especificamente con el cancer en humanos.

En resumen, ninguno de los pesticidas organoclorados medidos en la

poblacién en estudio era significativamente diferente entre casos y controles. La
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practica totalidad de estas sustancias estd dentro del grupo 2B segun la IARC, con
lo que estos resultados pueden considerarse esperables. El discreto efecto protector
observado para el HCH beta y gamma debe ser considerado con precaucion y, dado
que, segun la bibliografia determinados polimorfismos genéticos parecen
relacionarse con los niveles de contaminantes y condicionan el riesgo de desarrollo
de algunas patologias, entre las que puede encontrarse el CaV, se decidio explorar
la situacibn de nuestra poblacion con respecto a diferentes polimorfismos
potencialmente relacionados con la carga de contaminantes. Tales resultados se

analizan en apartados posteriores de esta Tesis Doctoral.
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9. EXPOSICION A CONTAMINANTES AMBIENTALES DE ORIGEN INDUSTRIAL
Y CANCER DE VEJIGA: BIFENILOS POLICLORADOS (PCBs).

Dada la relevante vinculacion de ciertos grupos de profesiones con el riesgo
de CaV se decidié incluir en este estudio la determinacién, en el suero de los
individuos pertenecientes a los grupos de casos y controles, de niveles
contaminantes de origen industrial, entre los que destacan por su ubicuidad y
persistencia los bifenilos policlorados (PCBs). Dado que un numero importante de
congéneres de PCBs muestran caracteristicas toxicas y carcinogénicas similares a
las dioxinas (dioxin-like PCBs; DL-PCBSs) este tipo de compuestos se suelen utilizar
para monitorizar los niveles de contaminantes quimicos en la poblacion (Henriquez-
Hernandez y cols. 2011a). De hecho, los niveles de PCBs en la poblacion de la
Comunidad Auténoma de Canarias son bajos con respecto a los descritos en otras
poblaciones occidentales de nuestro entorno (Henriquez-Hernandez y cols. 2011a).
A pesar de la conocida carcinogenicidad de estos contaminantes, especialmente
aguellos con caracteristicas similares a las dioxinas, que sepamos esta es la primera
vez que se estudia el papel de los PCBs en relacion al CaV en poblacion no de
riesgo. De hecho, la mayoria de los estudios publicados acerca de los PCBs y su
relacion con cancer de vejiga se han realizado en poblacién de riesgo (trabajadores
de la industria altamente expuestos a estas sustancias quimicas), y no en estudios
de casos y controles (Steineck y cols. 1990; Prince y cols. 2006). Ademas, parte de
esos estudios no realizan determinaciones séricas de los contaminantes, sino que
valoran la exposicion a los mismos segun encuestas de poblacién (Steineck y cols.
1989).

En nuestra muestra, la frecuencia de deteccién de congéneres de PCBs fue
similar en casos y controles. Asi entre los controles se detectd una media de 5,4
congéneres de PCBs por individuo (rango, 0-11), y entre los casos se detectaron

una media de 5,6 (rango 0-11).

Con respecto a los DL-PCBs, la frecuencia de deteccién también fue similar

entre ambos grupos, presentando una media de 1,4 congéneres (rango, 0-5) los
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sujetos del grupo control y 1,6 (rango 0-5) los sujetos afectos de CaV.

Se ha de destacar que en mas del 70% de las muestra se detectaron residuos
de los congéneres considerados como marcadores de contaminacion ambiental por
PCBs (PCBs marcadores; M-PCBs; PCB-28, PCB-138, PCB-153 y PCB-180) y que
la frecuencia de deteccion de M-PCBs fue mayor entre los casos que en los
controles (aunque estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica). Entre
estos M-PCBs fue el congénere 28 el mas frecuentemente detectado en ambos
grupos (76,7 y 82,9% para controles y casos, respectivamente) mientras que el M-
PCB con mayores niveles de residuos fue el PCB-153, alcanzando los 0,8 ng/ml de
suero en el percentil 95 (Tabla 30). Al igual que ocurre de manera generalizada en
otras poblaciones a nivel mundial, observamos que una alta proporcion de los
individuos analizados presentan algun tipo de residuo de PCB, a pesar de que su
uso en la industria se prohibié en la década de 1970. Esto se debe a la elevada
liposolubilidad y resistencia a la degradacion de estos compuestos, lo que les hace
permanecer inalterados en el medio ambiente durante décadas. La alta presencia de
los congéneres 153 y 180 coincide con lo reportado por nuestro grupo en estudios
previos (Henriquez-Hernandez y cols., 20), y por lo reportado por otros autores en
poblaciones espafolas (Fernandez y cols. 2008; Agudo y cols. 2009) y extranjeras
(Fitzgerald y cols. 2007; Donato y cols. 2008; Kang y cols. 2008). Sin embargo, el
porcentaje de individuos con niveles detectables de PCB-28 es especialmente alto
en nuestra muestra (por encima del 70% tanto para los casos como para los
controles). Este hecho contrasta claramente con lo previamente publicado por
nuestro grupo y por otros (Aurrekoetxea Agirre y cols. 2011) en cuyas poblaciones
este congénere se detectaba poco frecuentemente (Henriquez-Hernandez y cols.
2011a). No hemos encontrado asociacion significativa entre los niveles de PCB-28
(ya sea en valores absolutos o categorizada la variable segun haya sido el producto
detectado o no) y otras variables demograficas (edad, sexo, IMC, habito tabaquico,
profesion de riesgo o habitat) por lo que es dificil encontrar explicacion a este
resultado. No obstante, Fitzgerald y cols. han publicado un reciente estudio en el que
reportan altos niveles de PCB-28 en 170 individuos sanos con un rango de edad

comprendido entre los 55 y 74 afios y residentes en areas cercanas al rio Hudson,
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estableciendo una correlacion positiva entre la presencia de PCB-28 en el suero de
los individuos y en el aire respirado por los sujetos estudiados (Fitzgerald y cols.
2011). Estos resultados se explican porque el PCB-28 es muy volatil, lo que facilita
su dispersion por el aire. Aunque la variable no fue recogida en nuestro estudio, es
probable, por la edad media de los individuos incluidos en nuestra muestra, éstos
habiten o hayan habitado casas construidas antes de 1980, (cuando los PCBs
estaban aun permitidos) por lo que es mas que probable el contacto cotidiano con
este congénere a través del aire respirado. En este aspecto, observamos que el
namero de individuos que habitaban en ambientes rural y semirrural (donde la edad
media de las casas se presume que pueda ser mayor que en ambientes urbanos)
aumentaba conforma aumentaba el grupo de edad. Asi, solo 11 sujetos menores de
51 afos vivian en este tipo habitat; ese nimero aumentaba hasta 32 en el rango de
edad de 51 a 70; y ascendia a 40 para los individuos con mas de 71 afos (p =
0,052). Esta distribucion de los sujetos incluidos en nuestro estudio, que nos indica
indirectamente la mayor posibilidad de exposicion a PCB-28 a traves del aire
respirado en viviendas antiguas, puede justificar los altos niveles de PCB-28
encontrados en este estudio. Otra variable interesante que debe ser explorada en
estudios futuros, por su importancia para la Salud Publica, es el tiempo vivido en ese
tipo de ambientes potencialmente contaminados por residuos de los PCBs mas
volatiles. En este sentido, el estudio de Fitzgerald mostr0 mayor significacion
estadistica para aquellos individuos que habian vivido durante mas de 39 afios en

casas construidas antes de 1980 (Fitzgerald y cols. 2011).

En cualquier caso, la discrepancia de resultados respecto al PCB-28
mostrada entre los estudios previos de nuestro Grupo (Henriquez-Hernandez y cols.
2011a) y los referidos en el presente trabajo pueden también explicarse, al menos
parcialmente, por la diferente metodologia analitica empleada.

Tampoco existieron diferencias respecto a los DL-PCBs entre los dos grupos
(casos y controles). Los DL-PCBs mas frecuentemente detectados fueron el PCB-
118 (65,0 y 71,4% para controles y casos, respectivamente), el PCB-157 (15,5 y
20%, respectivamente) y el PCB-126 (9,2 y 7,9%, respectivamente). Respecto a
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concentracion, el DL-PCB con mayores niveles de residuos fue el PCB-118. Se ha
de destacar que los niveles de este DL-PCB fueron mayores en los casos (0,5 ng/ml
en percentil 95) que en los controles (0,3 ng/ml de suero en el percentil 95), aunque

esta diferencia no fue significativa (Tabla 30).

Los niveles de DL-PCBs detectados son también mayores en comparacion a
lo reportado previamente en nuestra poblacion (67,5 vs. 45,8% respectivamente)
(Henriquez-Hernandez y cols. 2011a). Solo el 32% de la poblacién estudiada
previamente era mayor de 50 afios. Dado que los niveles de DL-PCBs aumentan
con la edad (Apostoli y cols. 2005), es posible que esta discrepancia en los datos se
deba principalmente a la distribucion de individuos segun la edad. ElI que los
congéneres mayoritariamente detectados fueran el PCB-118 (65,0%) y el PCB-157
(15,5%) coincide con lo reportado previamente por otros autores (Petrik y cols. 2006;
Aurrekoetxea Agirre y cols. 2011).

Para el analisis estadistico de los resultados, los diferentes congéneres se
agruparon en funcion de sus caracteristicas quimicas y toxicoldgicas. Asi
empleamos la carga total de PCBs (Sum PCBs) como la suma de todos los PCBs
cuantificados en cada muestra; la carga total de M-PCBs (Sum Markers) como la
suma de todos los congéneres considerados M-PCBs; la carga total de DL-PCBs
(Sum DL-PCBs) como la suma de todos los congéneres con actividad similar a las
dioxinas; asimismo los DL-PCBs se han analizados separadamente en funcion de su
estructura como los no orto derivados (Sum no-orto) y los mono orto derivados (Sum

mono-orto) (Tabla 31).

Tal y como puede apreciarse en la Tabla 31, mas del 90% de los casos
presentaban niveles detectables de Sum PCBs Total y Sum Markers, alcanzando
este tipo de congéneres, marcadores de los niveles de contaminacion ambiental,
niveles de mas de 3 ng/ml de suero en el percentil 95. Es de resaltar el hecho de
gue mas del 73% de los casos presentaban niveles detectables de los PCBs mas
carcinogénicos, Sum DL-PCBs, alcanzando niveles de 0,5 ng/ml de suero en el

percentil 95.
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Tabla 30. Distribucién de bifenilos policlorados (PCB) entre los controles y los casos

(ng/ml suero). Se incluye el porcentaje de deteccion de los mismos en ambos grupos

Controles Casos
Compuesto % Mediana (p5-p95) % Mediana (p5-p95) p* p#
Marker PCBs
PCB-28 76,7 0,1 (0,0-0,5) 82,9 0,2(0,0-0,6) 0,512 0,415
PCB-52 39,8 0,0(0,0-0,1) 45,7 0,0(0,0-0,1) 0,493 0,465
PCB-101 27,2 0,0(0,0-0,02) 28,6 0,0 (0,0-0,03) 1,000 0,701
PCB-118 65,0 0,0(0,0-0,3) 71,4 0,0 (0,0-0,5) 0,519 0,571
PCB-138 74,3 0,1(0,0-0,5) 70,0 0,1(0,0-0,7) 0,095 0,581
PCB-153 74,8 0,1 (0,0-0,8) 75,0 0,1(0,0-0,8) 0,468 0,365
PCB-180 71,4 0,1(0,0-0,8) 75,7 0,0(0,1-0,8) 0,888 0,469
DL-PCB (non-ortho)
PCB-77 15 0,0 (0,0-0,0) 0,7 0,0 (0,0-0,0) 0,644 0,503
PCB-81 4,4 0,0 (0,0-0,01) 8,6 0,0 (0,0-0,01) 0,169 0,143
PCB-126 9,2 0,0 (0,0-0,02) 7,9 0,0 (0,0-0,01) 0,698 0,547
PCB-169 1,9 0,0 (0,0-0,0) 0,7 0,0 (0,0-0,0) 0,407 0,332
DL-PCB (mono-ortho)
PCB-105 15 0,0 (0,0-0,0) 3,6 0,0 (0,0-0,0) 0,284 0,222
PCB-114 6,3 0,0 (0,0-0,02) 9,3 0,0 (0,0-0,02) 0,409 0,375
PCB-118 65,0 0,0(0,0-0,3) 71,4 0,0 (0,0-0,5) 0,519 0,571
PCB-123 6,3 0,0 (0,0-0,02) 9,3 0,0 (0,0-0,03) 0,409 0,318
PCB-156 8,3 0,0 (0,0-0,03) 10,0 0,0 (0,0-0,02) 0,704 0,736
PCB-157 15,5 0,0 (0,0-0,05) 20,0 0,0 (0,0-0,05) 0,386 0,322
PCB-167 0,5 0,0 (0,0-0,0) 0,7 0,0 (0,0-0,0) 1,000 0,804
PCB-189 6,8 0,0 (0,0-0,01) 7,1 0,0 (0,0-0,01) 1,000 0,989

Abreviaturas: p5-p95, percentiles 5 y 95 de la distribucion; DL-PCB, dioxina-like PCB.

* Test de Chi cuadrado (entre el porcentaje de deteccion de casos y controles).

#, Test de Kruskal Wallis (entre las medianas de casos y controles).
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Tabla 31. Distribucion de sumatorios de PCBs entre los controles y los casos. Se incluye

el porcentaje de deteccion de los mismos en ambos grupos

Controles Casos
Compuesto % Mediana (p5-p95) % Mediana (p5-p95) p* p#
Sum PCBs 84,0 0,6 (0,0-2,6) 90,7 0,7 (0,0-3,1) 0,325 0,823
Sum Marker 84,0 0,6 (0,0-2,6) 90,7 0,7 (0,0-3,0) 0,325 0,839
Sum DL-PCB 67,5 0,0 (0,0-0,4) 73,6 0,1 (0,0-0,5) 0,508 0,640
Sum no-orto 16,0 0,0 (0,0-0,02) 15,0 0,0 (0,0-0,02) 0,762 0,653
Sum mono-orto 67,5 0,0 (0,0-0,4) 73,6 0,1 (0,0-0,5) 0,508 0,626

Abreviaturas: p5-p95, percentiles 5 y 95 de la distribucién; PCB, bifenilos policlorados; DL-PCB, PCBs de tipo
dioxin-like.
* Test de Chi cuadrado (entre el porcentaje de deteccién de casos y controles)

#, Test de Kruskal Wallis (entre las medianas de casos y controles)

Se ha de resaltar que los niveles de residuos para los principales grupos
fueron mayores entre los casos que entre los controles, aunque en ningln caso

estas diferencias alcanzaron significacion estadistica.

Al segmentar a la poblacién segun el sexo, observamos que, Unicamente
entre los casos, las mujeres presentaban niveles significativamente mayores de Sum
DL-PCBs | (0,05 vs. 0,11 ng/ml para hombres y mujeres respectivamente, p = 0,035)
y de la carga de DL-PCBs congéneres mono-orto derivados (p = 0,030). A pesar de
que este perfil se reproduce entre los controles, las diferencias no eran
estadisticamente significativas. Al comparar casos frente a controles, segmentando
por sexo, no observamos diferencias significativas entre casos y controles ni entre
los hombres ni entre las mujeres (Figura 18A). En nuestro anterior trabajo realizado

en poblaciébn canaria tampoco observamos diferencias en cuanto al sexo
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(Henriquez-Hernandez y cols. 2011a). El papel del sexo en este sentido no esta del
todo definido, existiendo articulos previos que reportan esta asociacion (Park y cols.
2007; Cerna y cols. 2008) y otros que no la observan (Burns y cols. 2009; Zubero y
cols. 2009).

De forma similar, al segmentar a la poblacién segun la edad, no observamos
diferencias significativas en funcion de la edad ni entre los controles ni entre los
casos. Al comparar casos frente a controles, segmentando por edad, tampoco
observamos diferencias significativas entre casos y controles en ningiin segmento
de edad (Figura 19B). Es bien conocido el hecho de que este tipo de contaminantes
por sus caracteristicas quimicas (alta lipofilia y resistencia a la degradacion) se
acumulan en el tejido adiposo de los seres vivos, con lo que a mayor edad, mayores
niveles de residuos de PCBs. Esto lo hemos observado previamente en nuestra
poblacion (Henriquez-Hernandez y cols. 2011a) y ha sido publicado también por
otros autores (Cerna y cols. 2008; Zubero y cols. 2009). Sin embargo, este perfil no
se observa en la poblacion de casos y controles estudiada debido a que solo se
analizaron individuos mayores de 51 afios. La horquilla de edad es mas estrecha, y
debido a ello, las diferencias no se hacen evidentes.

Al segmentar a la poblacion segun el IMC, no observamos diferencias
significativas en funcién a esta variable ni entre los controles ni entre los casos. Sin
embargo, al comparar casos frente a controles, segmentando por IMC, observamos
que Unicamente entre los individuos con obesidad (IMC mayor a 30 kg/m?, n = 42, 25
controles vs. 17 casos), los niveles de Sum PCBs y Sum Markers eran
significativamente mayores entre los controles que entre los casos (1,09 vs. 0,37
ng/ml para ambos casos, p = 0,043 y 0,040, respectivamente) (Figura 21C). Como
en el caso de la edad, tampoco esta del todo definida la influencia que el IMC tenga
sobre los niveles séricos de los PCBs. Algunos autores reportan asociacion positiva
(Fernandez y cols. 2008), otros negativa (Cerna y cols. 2008; Agudo y cols. 2009), y
otros reportan ausencia de relacion (Schaeffer y cols. 2006). En el presente estudio,
detectamos diferencias de concentracién entre casos y controles Unicamente entre

los individuos obesos.
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Como se dijo anteriormente, las concentraciones de PCBs detectados en
nuestra poblacion son significativamente menores a los reportados en otras
poblaciones (Koizumi y cols. 2005; Petrik y cols. 2006; Herrick y cols. 2007; Cerna y
cols. 2008; Zubero y cols. 2009). Estos bajos niveles de PCB en suero de la
poblacion de Canarias, coincide con nuestros resultados anteriores en los que los M-
PCB no fueron detectados en muestras de liquido amnidtico de las mujeres de estas
Islas (Luzardo y cols. 2009). La situacién fue la misma para el caso de los DL-PCBs,
cuyos niveles eran menores a los presentes en otras poblaciones (Koppen y cols.
2002; Harden y cols. 2007; De Felip y cols. 2008). Estas diferencias pueden ser
explicadas, al menos parcialmente, debido al hecho de que la actividad industrial,
con capacidad de haber sido fuente de PCBs, ha sido y es escasa en las Islas
Canarias. Por ello, a nivel global, es logico encontrar, en una poblacion poco
industrializada, niveles menores de este tipo de contaminantes cuyo uso

predominante estaba en la industria.

Los PCBs estan clasificados dentro del grupo 2B (posiblemente carcinbgenos
para humanos) segun la IARC, aunque los DL-PCB pertenecen al grupo 2A
(probablemente carcin6genos para humanos). En este trabajo los analisis de riesgo
no mostraron ningun resultado significativo, esto es, ningun bifenilo policlorado,
individualmente o en grupo, aparecia como factor de riesgo para el CaV. Steineck y
cols. (1989) publicaron un trabajo donde observaban que los individuos expuestos
laboralmente a PCBs presentaban un riesgo incrementado de padecer CaV de 1,3
(IC95% 1,0-1,8) (Steineck y cols. 1989), aunque tomaban este dato con prudencia
dada la baja influencia que esta exposicidn presentaba para una poblacion de
riesgo. Resultados parecidos fueron publicados posteriormente en un estudio de
casos y controles con alta exposicion laboral a PCBs, reportando un riesgo
incrementado para el CaV de 3,3 (IC95% 0,6-18,4), aunque no fue estadisticamente
significativo (Steineck y cols. 1990). Un exhaustivo trabajo publicado por Prince y
cols. en 2006, analizaba el papel de los PCBs como causa de muerte (incluidas las
patologias tumorales) en una cohorte de trabajadores altamente expuestos a PCBs

en una fabrica de trasformadores eléctricos. Aunque observaron asociacion significa-
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Figura 21. Perfil de distribucion de la carga total de PCBs (Sum PCBs), de PCBs de tipo marcador
(Sum Marker), de DL-PCBs (Sum DL-PCB), y de non-orto y mono-orto DL-PCBs (Sum non-, Sum
mono-), segun el sexo (A), la edad (B) y el indice de masa corporal (C), entre los controles y

casos. Los asteriscos indican comparacién entre casos y controles. *, p < 0,05.
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tiva para algunas patologias (de tipo hepético y biliar fundamentalmente), no
observaron asociacion significativa con el cancer de vejiga (Prince y cols. 2006). Un
reciente estudio descriptivo comparaba la incidencia de diferentes tipos tumorales
comparando los ratios estandarizados mundiales con lo observado en una region
altamente expuesta a PCBs en la Republica Checa (Bencko y cols. 2009). En todos
los estudios comentados, la exposiciéon a los contaminantes se valoré en funcion a
encuestas, no habiéndose realizado en ningun caso determinacion sérica de los
niveles de PCBs en las poblaciones estudiadas. No existen estudios en poblacion
general que analicen el papel de los PCBs en relacion al cancer de vejiga, siendo
esta la primera vez que se reportan datos al respecto. Existe una gran cantidad de
trabajos publicados en otros tipos tumorales que intentan establecer alguna relacion
entre la exposicion a PCBs y el desarrollo de patologias cancerigenas. Es
importante resaltar que esta relacion si existe en roedores, pero no esta establecida
en humanos. De hecho, la comunidad cientifica parece estar de acuerdo en que la
exposicion a bifenilos policlorados no es un factor de riesgo importante en el
desarrollo de patologias tumorales, descartandose absolutamente su participacion,
por ejemplo, para el cancer de mama (Golden y cols. 2009). Ni siquiera los niveles
alcanzados en poblaciones de riesgo, altamente expuestas a estas sustancias,
parecen ser suficientes para incrementar el riesgo de desarrollo de patologias
tumorales. No obstante, y aunque no es motivo de estudio en esta Tesis Doctoral,
los PCBs deben ser considerados sustancias peligrosas, asociadas a la aparicion de
otras enfermedades como la diabetes (Longnecker y cols. 2000; Philibert y cols.
2009), alteraciones cognitivas (Fitzgerald y cols. 2008) y del crecimiento (Burns y
cols. 2011).

Por tanto, aunque discretos, los resultados presentados a este respecto en la
presente Tesis Doctoral son novedosos y de gran valor epidemiolégico.
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10. VARIABLES HEREDITARIAS Y CANCER DE VEJIGA: ANTECEDENTES
FAMILIARES.

Diversos estudios han buscado la relevancia de la herencia y los factores
genéticos como factores de riesgo para el desarrollo de CaV. En la mayoria de los
estudios se ha encontrado un pequeiio aumento del riesgo de CaV en pacientes con
familiares afectos de cancer de vejiga, y dicho riesgo parece ser mayor si los
familiares afectados fueron diagnosticados antes de los 60 afios. Esta asociacion ha
sido mayor entre los fumadores (Goldgar y cols. 1994; Plna y cols. 2001; Aben y
cols. 2002). Asi los resultados del estudio de Lin y cols. (mas de 700 casos de CaV y
650 controles) sugieren que los casos de fumadores y con historia familiar de CaV
tenian un riesgo 5 veces superior de presentar este cancer, y que el riesgo del
desarrollar CaV estaba aumentado casi 7 veces en sujetos fumadores cuyo familiar
habia sido diagnosticado de CaV entre los 40 y los 65 afios, comparado con sujetos
no fumadores y sin antecedentes familiares (Lin y cols. 2006). Asimismo el estudio
desarrollado por Murta-Nascimento en poblacion espafiola (1158 pacientes con CaV
recién diagnosticado y 1244 controles) concluyd que existe un aumento no
significativo en el riesgo de cancer de vejiga en familiares de pacientes con CaV (OR
2,35; IC 95% 0,95-5,77) (Murta-Nascimento y cols. 2007b). En nuestra poblacién 11
sujetos tenian el antecedente familiar en primer grado de CaV, de los cuales 10
correspondian a casos (7% del total de casos), y solamente 1 a controles, siendo
estas diferencias estadisticamente significativas. Sobre todo, los antecedentes mas
referidos por los casos correspondian a padre, seguido de hermano/a y, con menor
frecuencia, madre (Tabla 32). Sin embargo, diversos factores nos obligan a tomar
estos resultados con cautela. En primer lugar la baja proporcion de individuos en
nuestra muestra con antecedentes familiares de CaV, tanto entre los casos como
entre los controles. En segundo lugar, es sumamente frecuente entre los casos
diagnosticados de CaV que recuerden con mayor intensidad la existencia de otro
caso de CaV en su propia familia y, por el contrario, este recuerdo sera menos
intenso entre los controles, que no tienen la enfermedad tan presente. Esto es lo que
se llama “sesgo de recuerdo”. Y finalmente, decir que, aunque la herencia podria

jugar un importante factor en el desarrollo del CaV, el presente estudio, al ser de

172



casos y controles no permite establecer este tipo de hipotesis.

Tabla 32. Antecedentes familiares de cancer

Variable Casos Controles p

Cancer en familiar 1° grado (%) 7,1 0,5 <0,001
Céancer en padre (%) 5,0 0,5 0,009
Cancer en madre (%) 0,7 0,0 0,496
Céancer en hermano/a (%) 2,9 0,0 0,026

En cualquier caso, la carcinogénesis dentro del urotelio es el resultado de
complicadas interacciones entre oncogenes, genes supresores y amplificacion/
sobreexpresion de genes que codifican los factores de crecimiento o sus receptores,
o de genes que codifican la expresion de enzimas biotransformadoras implicadas en
los procesos de detoxificacion de sustancias quimicas exdgenas. La variabilidad
genética existente entre individuos y/o entre poblaciones puede modificar el riesgo
de desarrollar cancer de vejiga, o modificar su historia natural, y tales factores
podrian actuar solos o en interaccion con factores extrinsecos. La existencia de
factores exdgenos tales como la exposicion a sustancias quimicas procedentes del
medio ambiente puede ser un factor determinante en ciertos tumores, como es el
caso del cancer de vejiga, ya que se ha comentado la intima asociacion existente
entre la exposicion a compuestos carcinogénicos y la aparicion de este tumor. En
este sentido la carga genética de cada individuo, induciendo la mayor o menor
expresion de enzimas involucradas en los procesos de detoxificacidn/excrecion,
angiogénesis, y transporte de carcindgenos exégenos, podria ser un factor
determinante en el riesgo de sufrir 0 no un cancer de vejiga. Por esa razén, en el
siguiente apartado de esta Tesis Doctoral, evaluamos la expresion de diferentes
polimorfismos presentes en genes relevantes para el desarrollo de una patologia
tumoral en los sujetos afectos de CaV (casos) y en los controles.
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11. VARIABLES HEREDITARIAS Y CANCER DE VEJIGA:
POLIMORFISMOS GENETICOS.

Como ya se ha dicho, el cancer es una enfermedad compleja de etiologia
multifactorial donde los factores genéticos y ambientales ejercen una influencia
determinante. Son mudltiples los estudios que han intentado relacionar la presencia
de polimorfismos genéticos con determinados tipos tumorales. En relacion al cancer
de vejiga, estos polimorfismos han sido investigados particularmente en genes que
codifican para enzimas relacionadas con la metabolizacion de xenobibticos
(glutatién-S-transferasa, GST) ya que parecen jugar un papel determinante en la
carcinogénesis vesical, pero también se han investigado polimorfismos relacionados
con la proliferacion celular y la angiogénesis (factor de crecimiento endotelial
vascular; VEGF) y con la incorporacion de xenobiéticos a la célula (resistencia a
multidrogas;MDR) (Henriquez-Hernandez y cols. 2011b).

Tal y como se recoge en el capitulo de “Material y Métodos” de esta Tesis, en
este apartado, y por motivos de disponibilidad de muestra y calidad de ADN, el
tamafio muestral para el estudio de los polimorfismos genéticos quedd reducido,
empleandose un subgrupo de la muestra original trabajada en esta Tesis Doctoral
(tanto de casos como de controles). La poblacién estudiada consistio en 119
pacientes (102 hombres y 17 mujeres) histolégicamente diagnosticados de CaV. La
edad media al diagnéstico fue de 65 afios (mediana 65,2; rango 39-92 afios). El
grupo control estaba formado por 110 sujetos sin cancer de vejiga (84 hombres y 26

mujeres) con una media de edad de 65 afios (mediana 63,3; rango 41-93 afos).

Se ha de destacar que los resultados de este estudio han sido publicados
recientemente por nuestro Grupo de Investigacion (Henriquez-Hernandez y cols.
2011b) (ANEXO V).

De lo comentado hasta ahora en esta Tesis se puede colegir que, en general,

los pacientes con cancer de vejiga han estado expuestos a xenobidticos en una

mayor proporcion que los controles. Asi, el habito tabaquico estaba presente
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mayoritariamente entre los casos (p < 0,001) y se constituye en un factor de riesgo
evidente para el CaV, con un OR de 3,1 (p < 0,0001; 95% CI 1,7-5,8). Debido a ello,
decidimos estudiar polimorfismos en enzimas de detoxificacion y metabolizacion de
xenobidticos como las enzimas de tipo GST. Este tipo de enzimas son importantes
en la metabolizacién de compuestos potencialmente carcinogénicos. De este modo
su mayor o menor actividad puede modificar los niveles de dafio al ADN causado por
los xenobidticos (como los procedentes del humo del tabaco), pudiendo incrementar
el riesgo de enfermedad en determinados tejidos (Miller y cols. 2001). En la especie
humana, la actividad GST es muy variable, hecho que puede ser explicado
parcialmente por el alto nimero de polimorfismos que presenta el gen que codifica la

enzima (Awasthi y cols. 1994).

En la presente Tesis Doctoral, se determinaron las frecuencias genotipicas y
alélicas de los siguientes polimorfismos tanto en la poblacién de casos como los
controles: GSTM1 (Glutation-S Transferasa Mul) y GSTT1 (Glutation-S Transferasa
Thetal). Nuestros resultados pusieron de manifiesto que la distribucién genotipica
del polimorfismo GSTT1 era significativamente diferente entre casos y controles (x?;
p = 0,016) (Tabla 33). Asi, la proporcion de individuos con el genotipo GSTT1-nulo
fue mayor entre los casos (66,7 vs. 49,4%, respectivamente). Es interesante
destacar que el subgrupo de pacientes mayores de 60 afios presentaban una mayor
proporcion del genotipo GSTT1-nulo (66,6%) en comparacion con el grupo control
en el mismo rango de edad (46,8 %, p = 0,031). En andlisis univariante en la serie
completa, observamos que el genotipo GSTT1-nulo aparecia como un factor de
riesgo significativo para el cancer de vejiga (OR 2,1; 95% CI 1,1-3,8; p = 0,023)
(Tabla 34). No obstante, dado que la edad y el habito tabaquico son factores de
riesgo demostrados para esta patologia, realizamos un analisis multivariante
ajustando por estas dos variables. Asi, observamos de nuevo que el genotipo
GSTT1-nulo aparecia como un factor de riesgo significativo para el cancer de vejiga
(OR 2,0; 95% CI 1,0-3,7; p = 0,041). Estos resultados proponen a este polimorfismo
como un posible factor de riesgo de cancer de vejiga (Tabla 34).

Los individuos con esta variante genética presentan menor capacidad de
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detoxificacion de diferentes xenobidticos, tales como 1,3-butadieno y Oxido de
etileno (Pemble et al. 1994; Wiencke et al. 1995). Asi mismo, este genotipo se ha
asociado al incremento en el riesgo de desarrollo de diferentes tipos de tumores
(Deakin y cols. 1996; Unal y cols. 2004), incluido el cancer de vejiga (McGrath y cols.
2006). A pesar de que otros autores no han observado esta asociacién (Kim y cols.
2002; Kim y cols. 2005), la comunidad cientifica parece inclinarse a pensar que este
polimorfismo es un factor de riesgo a tener en cuenta en cancer de vejiga (Zeng y
cols. 2010). Es mas, algunos autores que no han detectado esta asociacion
observan que aquellos individuos doble nulos para GSTT1 y GSTM1 presentan un
mayor riesgo de sufrir CaV (Bell y cols. 1993; Song y cols. 2009).

Se ha de destacar que, a pesar de que el polimorfismo GSTM1 y el CaV se
habian asociado en diferentes estudios (Bell y cols. 1993), esta asociacién no se ha
observado en esta Tesis Doctoral, ni siquiera en combinacién con los polimorfismos
de GSTML. Esta discrepancia puede ser explicada por las diferencias de distribucion
genotipica entre poblaciones. La ausencia de actividad enzimatica GSTM1 debida a
una deleccion homocigota en el gen es de un 50% en Caucasianos (Rebbeck 1997),
aunque la prevalencia del genotipo GSTM1-nulo varia ampliamente segun el origen
étnico de la poblacién en estudio, oscilando entre un 31 y 88% (Lin y cols. 1994). La
frecuencia genotipica de GSTM1-nulo en nuestra poblacion era del 21% para los
controles sanos y del 25,6% para los casos, lo que es substancialmente menor a lo
esperado. No obstante, nuestros resultados se ajustan a lo reportado por otros que
tampoco observan asociacion entre el polimorfismo GSTML1 y el riesgo de desarrollar
CaV (Kim y cols. 2002; Rouissi y cols. 2009). Sin embargo se ha de tener en
consideracion el importante papel que el habito tabaquico parece jugar como factor
de riesgo de CaV. De tal forma que, tal y como se reflej6 anteriormente, el
porcentaje de fumadores entre los controles fue significativamente menor que entre
los casos (58,2 vs. 68,9 %, respectivamente), y la edad media de inicio en el habito
tabaquico fue también menor entre los casos (17,3 vs. 18,1 afios), aunque esta
diferencia no alcanzé significacion estadistica. Asimismo, el porcentaje de
exfumadores (considerando a éstos como a aquellos fumadores que han

abandonado el habito por un periodo de tiempo mayor a los 10 afios) era mayor
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entre los casos en comparacion con los controles sanos (15,1 vs. 4,5%, p < 0,0001).
Todo ello obligaba a realizar los andlisis estadisticos referentes a los polimorfismos
ajustando por edad y habito tabaquico incluyendo tales variables en un modelo
multivariante. Los resultados mostrados en la Tabla 34 confirmaron nuestros
resultados iniciales de que el polimorfismo GSTT1 nulo puede considerarse como un
factor de riesgo para CaV.

Con respecto a los genes relacionados con la angiogénesis (VEGF A2578C) y
a los genes relacionados con transporte y acumulacion intracelular de xenobioticos
(MDR1 C3435T), tal y como puede observarse en la Tabla 33, no se observaron
diferencias estadisticas de distribucion genotipica para los polimorfismos estudiados,
ni siquiera cuando la muestra fue estratificada por grupos de edad (<50 vs. 50-59
vs. >60 afios) o IMC<R5 vs. 25,1-30 vs. >30). El gen MDR1 es tremendamente
polimorfico. Y el polimorfismo estudiado por nosotros (C3435T) modifica la funcion
detoxificante de la glicoproteina p en células expuestas a carcinébgenos
medioambientales (por ejemplo, del humo del tabaco) (Zubor y cols. 2007). Este
polimorfismo ha sido también asociado a resistencia a la quimioterapia (Tada y cols.
2002), y propuesto como factor de riesgo para el desarrollo de determinados
tumores (Turgut y cols. 2007; Zubor y cols. 2007), aunque esta asociacion no se ha
visto en pacientes de nuestra comunidad autonoma en relacién al cancer de mama
(Henriquez-Hernandez y cols. 2009). Aunque otros autores han sugerido algun papel
de MDR1 en relacién al comportamiento y biologia tumoral en tumores de vejiga
(Rioja Zuazu y cols. 2007), este es el primer trabajo que reporta el papel de este
polimorfismo en el gen MDR1 en un estudio de casos y controles de cancer de
vejiga. En conclusién, de los resultados del presente estudio, se puede afirmar que
el polimorfismo C3435T del gen MDR1 no es un factor de riesgo asociado a CaV.
Por otra parte dicho polimorfismo tampoco se asociaba a otras variables clinicas
(grado tumoral, recurrencia). Por su parte, VEGF tiene un importante papel en
cancer, siendo critico para el crecimiento de nuevos vasos, fenomeno clave en el
desarrollo tumoral. Se ha propuesto a VEGF como un novedoso factor de riesgo
para el CaV. Los estudios publicados indican que variaciones en las regiones

reguladoras de VEGF pueden influir sobre el riego de desarrollo de este tipo tumoral
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(Garcia-Closas y cols. 2007). Existen varios polimorfismos de este gen pero poco se
sabe acerca de sus consecuencias, ya gque existen pocos conocimientos a nivel
funcional a este respecto. Algunos estudios han reportado asociacion entre
polimorfismos en este gen y determinadas caracteristicas tumorales. Estas incluyen
mayor nivel de expresion (Prior y cols. 2006), mayores niveles de produccion de la
proteina (Shahbazi y cols. 2002), aumento de la actividad del promotor (Stevens y
cols. 2003) y mayor agresividad tumoral para pacientes con cancer de mama (Jin y
cols. 2005). No obstante, no observamos diferencias significativas en la distribucion
del polimorfismo A2578C de VEGF entre los casos y los controles, posiblemente
debido al menor éxito en la determinacién del polimorfismo, lo que se traduce en una

disminucién de la potencia estadistica.

Tabla 33. Distribucion alélica y genotipica de los polimorfismos estudiados

n Genotipos (n/%) Alelos (n/%)
GSTM1 Positivo Nulo p Positivo Nulo p
Casos 90 67 (74,4) 23 (25,6) 301
Controles 81 64 (79,0) 17 (21,0)
GSTT1
Casos 90 30 (33,3) 60 (66,7) 16
Controles 81 41 (50,6) 40 (49,4)
GSTM1/GSTT1 Ambos positivos Un alelo nulo Ambos nulos
Casos 90 24 (26,6) 49 (54,4) 17 (19,0) 100 48,5(53,9) 41.5 (46,1) 144
Controles 81 32 (39,5) 41 (50,6) 8 (9,9) 52,5 (64,8) 28,5 (35,2)
MDR1 C3435T cic CIT T c T
Casos 96 35 (36,4) 40 (41,6) 21 (22,00 329 55,0 (57,3) 41,0 (42,7) 633
Controles 102 29 (28,4) 53 (51,9) 20 (19,7) 55,5 (54,4) 46,5 (45,6)
VEGF A2578C A/A A/C c/C A C
Casos 59 11 (18,6) 25 (42,4) 23(39,0) 263 23,5(39,8) 35,5 (60,2) 221
Controles 43 14 (32,5) 16 (37,3) 13 (30,2) 22,0 (51,1) 21 (48,9)

Por tanto, puede afirmarse que, a excepcion del GSTT1 nulo el resto de
polimorfismos estudiados no eran factores de riesgos significativos asociados a la
enfermedad (Tabla 34). Tampoco observamos asociaciones significativas entre la

distribucion de polimorfismos y variables clinicas (estadio, grado y recurrencia) entre
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la poblacion de casos (datos no mostrados).

Tabla 34. Asociacion del polimorfismo GSTT1 con el CaV

Genotipo Odds ratio, Intervalo de Confianza 95% p

GSTT1 positivo 1 (Categoria de Referencia)

GSTT1 nulo 2,1(1,1-3,8) * 0,023
2,0 (1,0-3,7) " 0,041

* Analisis univariante; * Anélisis multivarinate ajustado por edad y

habito tabaquico.

En resumen, los presentes resultados sostienen la hipotesis de que los
polimorfismos genéticos pueden ser importantes para determinar la susceptibilidad
individual al cancer de vejiga. Asi, los individuos portadores del genotipo GSTT1-
nulo presentaban un mayor riesgo de desarrollar CaV, en andlisis univariante y
multivariante ajustado por edad y habito tabaquico. Esta asociacion no se observo
en el resto de polimorfismos estudiados: GSTM1, MDR1 C3435T y VEGF A2578C.
Estos resultados sugieren que la relevancia de la exposicion a sustancias exogenas
(contaminantes) como factor de riesgo de esta enfermedad vendra grandemente

influenciada por la carga génica de cada individuo.

Dado que, segun la bibliografia determinados polimorfismos genéticos
parecen relacionarse con los niveles de contaminantes y condicionan el riesgo de
desarrollo de algunas patologias, entre las que se encuentra el CaV, decidimos
también explorar si existia a alguna asociacion entre los diferentes polimorfismos

analizados en nuestra poblacién de estudio y los niveles séricos de contaminantes.

Con respecto a MDR1 C3435T y VEGF A2578C, los niveles de los diferentes
contaminantes estudiados (OCs, PCBs y PAHSs), ya sea analizados individualmente
0 en grupos, eran similares entre casos y controles independientemente de la
variante polimorfica de los individuos, concluyendo por tanto que estos
polimorfismos no ejercen ningun efecto sobre los niveles séricos de los

contaminantes quimicos analizados en nuestra poblacion.
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Sin embargo, observamos que el polimorfismo GSTM1 se asociaba a
modificaciones relevantes de los niveles séricos de los pesticidas organoclorados
(Tabla 35). Asi, los niveles séricos totales de plaguicidas organoclorados (TotOCs),
de plaguicidas poliaromaticos clorados (TotPCl), de DDT y derivados (TotDDT) y de
plaguicidas derivados del hexaclorociclohexano (TotHCH), eran significativamente
menores entre los pacientes con CaV que portaban la variable polimorfica GSTM1-
nulo, en comparacion con los individuos del grupo control con el mismo genotipo (p <
0,05 para TotOCs, TotPCl y TotDDT, y p < 0,01 para TotHCH). No observamos ese
tipo de asociacién en relacion al polimorfismo GSTM1-positivo, y en ningln caso

para los niveles totales de ciclodienos (TotCiclod) o de endosulfan (TotEndos).

La variante polimérfica GSTT1 no ejercia efecto alguno sobre ninguno de los
grupos de OCs analizados. Por contra, al combinar ambos polimorfismos,
observamos que los niveles séricos de TotOCs, TotPCl y TotDDT eran
significativamente menores entre los pacientes con CaV que presentaban de manera
conjunta las variantes polimorficas GSTM1-nulo y GSTT1-nulo (doble nulo), en
comparacion con los individuos del grupo control con el mismo genotipo (p < 0,05 en
todos los casos), perdiéndose la significacion estadistica para el caso de los
TotHCH, y persistiendo la ausencia de asociacion estadistica en el caso de la carga
total de plaguicidas del grupo de los TotCiclod y del TotEndos (Tabla 35), por lo que
se sugiere que el verdadero efecto esta causado por la variante GSTM1-nulo, siendo
el GSTT1 un elemento atenuante en el andlisis.

El CaV es un buen modelo experimental para estudiar la susceptibilidad
genética y la interaccion gen-medioambiente en la etiologia del cancer (Gu y cols.).
Aunque los resultados sean contradictorios, la interaccion entre factores
medioambientales y genéticos en el desarrollo del CaV parece clara y, de hecho, ha
sido reportada por distintos autores en diversos estudios (Kellen y cols. 2007; Cantor
y cols. 2010), aunque los resultados son contradictorios (Kopps y cols. 2008). Esto
ocurre porque cada individuo posee una combinacion Unica de variantes polimoérficas

gue modifican la susceptibilidad y la respuesta a xenobidticos (ya sean farmacos,

180



Tabla 35. Distribuciéon de los niveles de pesticidas organoclorados (mediana (p5-p95), ng/ml
suero) en los casos Yy controles en funcién de la distribucion de las variables polimérficas de los
genes glutatién-S-transferasa mu (GSTM1) y teta (GSTT1)

GSTM1 GSTT1 GSTM1/GSTT1
Positivo Nulo Positivo Nulo Positivo/Positiv.  Nulo/Nulo
o

C TotOCs 3,5(0,0-26,7) 9,3 (0,0-94,7) 4,8 (0,0-71,6) 3,8 (0,0-32,7) 3,7(0,1-27,3) 10,8 (3,4-33-5)
0

N TotPCl 1,7 (0,0-14,2) 4,4 (0,0-81,2) 2,6 (0,0-43,7) 1,7 (0,0-16,7) 2,3(0,0-17,9) 6,1 (1,3-27,4)

t TotDDT 1,6(0,0-14,2) 4,4 (0,0-81,2) 2,6 (0,0-43,7) 1,7 (0,0-16,7) 2,3(0,0-17,9) 6,1 (1,3-27,4)
r

TotHCH 0,5 (0,0-13,6) 2,8 (0,0-42,7) 0,8 (0,0-24,2) 0,7 (0,0-16,3) 0,5 (0,0-11,2) 1,9 (0,4-11,7)
0

| TotCiclod 0,0 (0,0-0,6) 0,0 (0,0-1,3) 0,0 (0,0-0,8) 0,0 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-1,0) 0,1 (0,0-1,3)
e

TotEndos 0,0 (0,0-0,1) 0,0 (0,0-1,1) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,3) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-1,1)

S

TotOCs 2,4 (0,0-20,5) 2,2 (0,0-18,1)*

TotPClI
C

a TotDDT 1,3 (0,0-15,2)

S

1,3 (0,0-15,2)

5 TotHCH 0,6 (0,0-6,4)

S TotCiclod0,0 (0,0-0,5)

TotEndos0,0 (0,0-0,0)

1,0 (0,0-15,1)*

1,0 (0,0-15,1)*

0,4 (0,0-2,8)*

0,1 (0,0-0,8)

0,0 (0,0-0,4)

1,7 (0,0-194,7)

0,9 (0,0-166,7)

0,9 (0,0-166,7)

0,2 (0,0-24,4)

0,0 (0,0-0,4)

0,0 (0,0-0,0)

2,4 (0,0-18,0)

1,6 (0,0-15,0)

1,6 (0,0-15,0)

0,7 (0,0-5,1)

0,0 (0,0-0,5)

0,0 (0,0-0,0)

1,4 (0,0-194,7)

0,9 (0,0-166,7)

0,9 (0,0-166,7)

0,3 (0,0-24,4)

0,0 (0,0-0,4)

0,0 (0,0-0,0)

1,9 (0,0-18,1)*

0,5 (0,0-15,1)*

0,5 (0,0-15,1)*

0,6 (0,0-2,8)

0,1 (0,0-0,8)

0,0 (0,0-0,4)

Abreviaturas: TotOCs, carga total de organoclorados; TotPCl, carga total de poliaromaticos clorados;

TotDDT, carga total de DDT; TotHCH, carga total de hexaclorociclohexanos; TotCiclod, carga total de

ciclodienos; TotEndos, carga total de endosulfan.

* p <0,05
** < 0,01

contaminantes quimicos o carcindgenos ambientales). El metabolismo de las
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sustancias quimicas exdégenas y endogenas puede ser modificado por la variacion
genética heredada en enzimas tales como el citocromo P450 (CYP),
acetiltransferasa (NAT) o glutation S-transferasa (GST). Simic y cols. exploraron el
papel de los polimorfismos GSTM1 y GSTT1 en pacientes con tumores de rifion y de
vejiga urinaria. Concluyeron que el efecto de los polimorfismos analizados sobre la
susceptibilidad a los tipos tumorales estudiados dependia de la exposicion a
determinadas sustancias quimicas (Simic y cols. 2009). No obstante, Villanueva y
cols. no observaron interaccion alguna entre determinados polimorfismos en los
genes NAT2, CYP1A2 y CYP2E1-02 y el consumo de café (Villanueva y cols. 2009).
Aunque en ese mismo estudio, los autores observaron un modesto incremento del
riesgo de CaV en relacion a la cantidad de café consumido (Villanueva y cols. 2009).
Al igual que ocurre con el café, se ha reportado una relacién entre el tabaco y el
polimorfismo GSTM1 con el riesgo de padecer CaV (McGrath y cols. 2006). No
obstante, esta relacion tampoco esta cientificamente establecida, habiéndose
reportado resultados contradictorios. Asi, Golka y cols. no observaron esa relacion
en un estudio con 293 pacientes con cancer de vejiga y 176 controles (Golka y cols.
2008). Miller y cols. observaron un importante incremento del riesgo de desarrollo de
CaV para los individuos portadores de determinados polimorfismos en los genes
GSTM1 y NAT1/2 especificamente entre los pacientes fumadores, estableciendo asi
una asociacion entre los contaminantes presentes en el tabaco y los polimorfismos
genéticos analizados en el contexto del riesgo de desarrollo de CaV (Miller y cols.
2001).

Dado que en nuestra poblacion hemos reportado un papel importante como
factor de riesgo de CaV de alguno de los polimorfismos analizados (GSTT1), asi
como un papel relevante de la exposicion a algunos contaminantes
(hexaclorociclohexanos y fenantreno, particularmente), exploramos la posible
interaccion de ambas variables en relacion al CaV. De tal forma que quisimos saber
si el potencial efecto protector de estos compuestos se mantenia aun en presencia
del genotipo que se asociaba a modificaciones en los niveles de contaminantes
(GSTM1) (Tabla 36). Asi, con respecto a los hexaclorociclohexanos que aparecian

como un factor protector de CaV (apartados 5 y 8 respectivamente de este capitulo
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de Resultados y Discusion de la presente Tesis Doctoral), decidimos realizar analisis
estadisticos en los que se tuviera en cuenta el papel de los polimorfismos sobre los
niveles seéricos de pesticidas, En analisis multivariante ajustado por las mismas
variables y afladiendo GSTM1 como variable afiadida, observamos que el habito
tabaquico se seguia manteniendo como un factor de riesgo claro de CaV (aunque
con menor significacion, p = 0,011), y que el consumo de café aparecia como factor
de riesgo asociado. Tal y como habiamos descrito anteriormente, el polimorfismo
GSTM1 no aparece como factor de riesgo de CaV en nuestra poblacion, pero hemos
de destacar que los niveles séricos totales de HCHs no aparecian ahora como factor
protector para el desarrollo de CaV (Tabla 36).

De forma similar, y aunque este polimorfismo no parecia modificar los niveles
séricos de los PAHS, realizamos un analisis multivariante con las mismas variables
pero incluyendo al fenantreno, (recordemos que este compuesto se mostr6 como
factor protector de CaV). Y, de nuevo, cuando se analizaba en presencia del
polimorfismo GSTM1, desaparecia el efecto protector de ese contaminante (datos no
mostrados). De esta forma podemos concluir que en nuestro trabajo, con respecto a
factores ambientales, solo el consumo de café con cafeina, y especialmente el
habito tabaquico, pueden considerarse como factores de riesgo asociados al CaV, y
que, con respecto a factores genéticos, solo el polimorfismo GSTT1 nulo parece

relacionarse con un mayor riesgo de esta patologia.

En otras patologias tumorales se ha estudiado esta interaccion ambiente-carga
génica. Asi, McCready y cols. (2004) analizaron los niveles de pesticidas
organoclorados y las variaciones genotipicas de genes relacionados con el
metabolismo (entre los que estaba GST) en tejido mamario, en relacién al riesgo de
cancer de mama. Observaron que la presencia del polimorfismo GSTM1-nulo
incrementaba ligeramente el riesgo de desarrollo de cancer de mama, mientras que
concluyeron que la exposicion a pesticidas no incrementaba el riesgo de desarrollo
de patologia mamaria entre los diferentes subgrupos de pacientes portadores de las
diferentes variables genotipicas (McCready y cols. 2004). Observaron diferencias
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Tabla 36. Factores independientes de riesgo de sufrir CaV en andlisis

multivariante

Variable RR IC95% p

Edad 1,025 0,993-1,058 0,121
IMC 0,986 0,892-1,090 0,783
Antecedentes familiares 0,999
Consumo de café 2,955 1,007-7,238 0,018
Profesién (chofer) 1,349 0,369-4,926 0,650
Fumador 3,859 1,370-10,87 0,011
Total HCHs 0,928 0,829-1,038 0,192
GSTML1 nulo 1,408 0,547-3,623 0,478

Abreviaturas: HCH, hexaclorociclohexano; RR, riesgo relativo; IMC, indice de masa

corporal; GSTM1, glutation-S-transferasa mu 1.

significativas de los niveles de HCH entre los individuos en funcion de la dotacion
genética que tuvieran, asi los sujetos GSTM1-nulo presentaban mayores niveles del
pesticida y el incremento de los niveles de HCH se asociaba a un menor riesgo de
sufrir cancer de mama solo en aquellas pacientes portadoras de la variante GSTM1-
positiva, mientras que el riesgo aumentaba conforme aumentaban los niveles de
HCH en el subgrupo de pacientes GSTM1-nulo (McCready y cols. 2004). Por el
contrario, otros autores no reportan asociacion entre los niveles de DDT medido en
corddén umbilical y el genotipo GSTM1 (Morales y cols. 2008). El papel que este tipo
de polimorfismos pueda desempefiar en relacion a sustancias quimicas, no solo
queda asociado a los pesticidas organoclorados. Singh y cols. mostraron que el
genotipo GSTM1 podia estar relacionado con las diferencias inter-individuales
observadas respecto al dafio al ADN causado por la interaccion mediambiente-
genética presente en individuos laboralmente expuestos a pesticidas de tipo
organofosforados (Singh y cols. 2011). Sin embargo, otros estudios no han
reportado este tipo de asociaciones en relacidon a las mismas sustancias (Lucero y
cols. 2000).
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Desde el momento en que las frecuencias alélicas y genotipicas de los
distintos polimorfismos varian segun la poblacién que se esté estudiando, y teniendo
en cuenta que los niveles de exposicion a sustancias quimicas es diferente en
funcién de la region analizada, es dificil encontrar resultados reproducibles entre los
diferentes estudios, maxime si se tiene en cuenta que el momento en que un estudio
se realiza condiciona los niveles de exposicion a contaminantes persistentes a nivel
medioambiental (como es el caso de los pesticidas organoclorados). En nuestro
caso y en la poblacion estudiada en esta Tesis Doctoral, hemos observado que los
niveles de pesticidas organoclorados de tipo DDT y HCH eran significativamente
menores entre los casos portadores de la variable genotipica GSTM1-nulo, en
comparacion con los controles con el mismo genotipo. Segun la bibliografia
disponible, esta es la primera vez que se reporta este tipo de asociaciones genético-
medioambientales en el contexto del CaV. Se necesitan estudios ulteriores en los
gue se tenga en cuenta otros genes mas importantes en la metabolizacion de este
tipo de sustancias (CYPs). En cualquier caso, los analisis multivariante realizados en
el marco de la presente Tesis Doctoral muestran que el consumo de tabaco y en
menor medida el consumo de café, parecen ser los principales factores de riesgo

para el desarrollo de CaV en nuestra poblacion.
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1) En la carcinogénesis del cancer de vejiga, determinados factores ambientales,

sociodemograficos, y dietéticos parecen ser muy relevantes:

a. La dedicacion a determinadas profesiones parece ser un factor de

riesgo muy importante para el cancer vesical. Entre ellas, la profesion
de chéfer parece ser la mas relevante.

El habito tabaquico es sin duda el factor de riesgo mas importante en el
desarrollo de cancer vesical, influyendo tanto el tiempo como la
intensidad del habito toxico.

La ingesta de de café con cafeina aparece como un factor de riesgo
importante para el cancer vesical, incluso en analisis multivariantes

donde se ajusto con el habito tabaquico.

2) En la presente Tesis Doctoral, los niveles séricos de IGF-I no fueron un factor

de riesgo asociado al cancer de vejiga. No obstante, dado que se observaron
diferencias significativas en la distribucion de esta variable en relacidon a otras, y
debido a que los niveles de IGF-I pueden ser modulados por distintos factores
ambientales (dieta y exposicion a algunos contaminantes como los pesticidas
organoclorados), el papel de este factor de crecimiento en relacion al cancer
vesical no puede ser descartado categoricamente.

El papel de los contaminantes toxicos persistentes en el cancer vesical ha
mostrado resultados paraddjicos:

a. El papel de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) es

controvertido a la vista de los resultados expuestos. El fenantreno fue
el Unico PAH que aparecié significativamente regulado, siendo
mayores los niveles en suero entre los controles. En analisis
multivariante, el fenantreno aparecié como un factor protector frente al
cancer de vejiga, manteniéndose el habito tabaquico como unico factor
de riesgo.

Los plaguicidas organoclorados y bifenilos policlorados parecen no

contribuir a la modificacion del riesgo de desarrollar cancer vesical.

4) Respecto al componente genético en el desarrollo del cancer vesical, aquellos

pacientes con antecedentes de familiares en primer grado afectos de la misma
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patologia presentan significativamente mayor riesgo de desarrollo de este tipo
de tumor.

Determinados polimorfismos genéticos, sobre todo relacionados con el
metabolismo de xenobibticos, parecen tener un importante papel en la
modificacién del riesgo del cancer vesical. Asi, los pacientes con el genotipo
GSTT1-nulo tienen un mayor riesgo de sufrir esta patologia. En analisis
multivariante, el fenantreno pierde su papel protector cuando se incluye el

polimorfismo GSTT1 como covariable.
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Servicio Canario de la Salud
Complejo Hospitalario Universitario
Insular - Materno Infantil

Las Palmas de Gran Canaria, a 22 de febrero de 2008

Ha sido solicitado a esta comisién de Investigacién Docencia y Formacion
Continuada informe relativo al proyecto de investigacion cuyo titulo es “Implicacién de
los Contaminantes Organicos Persistentes e Insulin Grown Factor en el cancer de
vejiga: Estudio de casos y controles Hospitalarios "por parte de los Dres Nicolas

Ramén Chesa Ponce y Dr. Patricio Navarro Medina

Este proyecto, a juicio de esta Comision de Investigacion Docencia y
Formacién Continuada, es enteramente viable. Considerando que es un eétudio
interesante, novedoso, pertinente y relevante, en consonancia con los objetivos del
este Hospital Universitario Insular de Gran Canaria, es por lo que se autoriza dicho
proyecto.
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N° DE REGISTRO:

ENCUESTA RECOGIDA DATOS ESTUDIO COPIi-URO.

ETIQUETA IDENTIFICATIVA

PREGUNTAS EXCLUSIVAS PARA CONTROLES:

¢Le han diagnosticado alguna vez cancer o tumor maligno (de cualquier
origen)?:
No

Si (Si respuesta positiva, queda excluido del estudio).

¢Ha orinado sangre alguna vez?
No

Si (Si respuesta positiva, queda excluido del estudio).

PARA TODOS:
¢Ha leido y firmado el consentimiento informado?:

No (Si respuesta negativa, queda excluido del estudio).

Si
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N° DE REGISTRO:

FORMULARIO RECOGIDA DATOS.

Fecha: /___1200_ Numero H2 Clinica (si etiqueta no disponible) :

Servicio donde esta ingresado:

Motivo de ingreso (obtener de revision historia clinica PREVIA a la

entrevista):

CONFIRMAR LA IDENTIDAD DEL SUJETO CON LA ETIQUETA. PRESENTARSE Y
EXPLICAR BREVEMENTE EL ESTUDIO; AGRADECIENDO SU COLABORACION.
Vamos a empezar con algunas preguntas acerca de sus antecedentes:

Nombre y apellidos (si etiqueta no disponible):

Sexo (codificar SIN preguntar): (1) Hombre (2) Mujer
Fecha nacimiento: /[ (si no recuerda fecha, anotar edad: anos)

¢Donde vive usted actualmente?:
En Las Palmas de Gran Canaria (Ciudad)
En otros municipios del area sur de GC (Urbano/Semirrural/Rural)tachar lo que

proceda

En Fuerteventura. (Urbano/Semirrural/Rural) Tachar lo que proceda

En otro sitio (En ese caso: queda excluido del estudio. Agradecer su colaboracidon y despedirse).
¢Ha vivido toda su vida en ese sitio?:
Si (pase a la pregunta 6)
No
No sabe, no contesta
Me gustaria saber en qué sitios ha vivido usted durante MAS de 1 afio. Si ha vivido en
varios sitios durante mas de un afio en cada uno, diganos en cuantos sitios:
Urbano (>100.000 hab), ciudad grande (indicar el nimero TOTAL de sitios urbanos donde
ha vivido > 1 afio) sitios
Semirrural (10.000-100.000 hab), Ciudad pequefia (indicar el nimero TOTAL de sitios
semirrurales donde ha vivido > 1 afio) sitios
Rural (<10.000 hab), pueblo (indicar el nimero TOTAL de sitios rurales donde ha vivido > 1
afio) sitios

No sabe/no contesta
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A continuacién me gustaria hacerle algunas preguntas sobre el tipo de trabajo que usted
ha desempefiado.
Contésteme SI 6 NO, si ha desempefiado alguna de las siguientes profesiones alguna

vez en su vida profesional:

Agricultura SINO NS/NC
Industria quimica SINO NS/NC
Conductor/maquinista SINO NS/NC
Pintor SINO NS/NC
Turismo SINO NS/NC

Durante el trabajo o tiempo libre, ¢ha utilizado usted pesticidas/insecticidas?
Si, con frecuencia
Si, de vez en cuando (esporadicamente)
No, nunca
No sabe/no contesta
Ahora le voy a preguntar algunas cuestiones sobre sus habitos y estilo de vida
¢ Cuanto mide usted de altura? centimetros.
¢Cual es su peso actual? kg.¢Cual ha sido su peso HABITUAL? kg
¢Fuma en la actualidad?
Si, regularmente
Si, ocasionalmente (es decir, menos de 1 cigarrillo al dia)
No (pasar a la pregunta 12)
¢Cuantos cigarrillos fuma de media al dia? cigarrillos (pasar a la pregunta
14)
¢Ha fumado alguna vez?
Si regularmente (al menos 6 meses)
Si, ocasionalmente (menos de 1 cigarrillo al dia)
No (pasar a la pregunta 16)
¢Cuando dejé de fumar?
Hace menos de 1 mes
Entre 1 y 6 meses
Entre 6 y 12 meses

Hace mas de 1 afo, en el afio
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¢Ha fumado alguna vez cigarros-puros o pipa?
No, nunca
Si he fumado cigarros-puros o pipa, pero lo deje
Si, fumo ocasionalmente cigarros-puros o pipa (menos de 1 al dia)
Si, fumo de forma regular cigarros-puros o pipa (diariamente en la actualidad)
¢A qué edad empez6 a fumar?: a los afios
CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO DE BEBIDAS: A
continuacion le preguntaré con que frecuencia acostumbra a tomar una serie de bebidas, debe
responder si no los toma NUNCA (N), DIARIAMENTE (D), SEMANALMENTE (S),
MENSUALMENTE (M) o ANUALMENTE (A) y cuantas veces los toma.
FRECUENCIA
Alimento N D S M A

(1) [Bebidas refrescantes con gas (1 vaso)

(2) |Bebidas refrescantes sin gas (1 vaso)

(3) |Café normal-con cafeina (1 taza)
(4) |Café descafeinado (1 taza)

(5) [Té (1taza)

(6) [Cerveza (1 vaso)

(7) |Vino (1 vaso)

(8) |Otras bebidas alcohdlicas (1 copa)

(9) |Agua del grifo (1 vaso)

(10) |Agua mineral sin gas (1 vaso)

(11) |Agua mineral con gas (1 vaso)

17.¢Sus padres o hermanos han sufrido cancer de vejiga o vias urinarias? (entrevistador: sefiale con

(1) cuando responda Sl, con (2) cuando responda NO, o con (3) cuando no sepa/no responda en CADA opcién)

(3) NO SABE/
@) sl (2) NO
NO CONTESTA

Padre

Madre

Hermano
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Hermana

Posteriormente a la entrevista, revisar de historia clinica:

Analitica de sangre (anotar los resultados de la analitica disponible MAS CERCANA a la
fecha de la entrevista)

Fecha: / /200 _

Colesterol total: mg/dl. Triglicéridos: mg/dI

Posteriormente a la intervencion quirurgica, revisar de historia clinica:
Anatomia patoldgica (estadiaje RTUv): (anotar los resultados de la anatomia

patoldgica disponible MAS CERCANA a la fecha de la entrevista): T G N

Grapar a la encuesta el informe con los resultados de COP e IGF-1
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Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs):

. Acenafteno

. Acenatftileno

. Antraceno

. Benzoantraceno

. Benzo(a)pireno

. Benzofluoranteno

. Benzo(k)fluoranteno

. Benzoperileno

© 00 N OO 0o A~ W N P

. Criseno

[EEN
o

. Dibenzoantraceno

[EEY
=

. Fluorano

[EEN
N

. Fenantreno

[EEN
w

. Fluoranteno

[EEY
N

. Indeno pireno

[EEN
a1

. Naftaleno

[EEN
(o]

. Pireno

Compuestos organoclorados

Compuestos poliaromaticos clorados

17. para,para-Dicloro Difenil Tricloroetano (4,4-DDT)
18. para,para-Dicloro Difenil Dicloroetileno (4,4-DDE)
19. para,para- Dicloro Difenil Dicloroetano (4,4-DDD)
20. Metoxicloro

Compuestos de tipo hexaclorociclohexano

21. Hexaclorociclohexano alfa (HCH alfa)

22. Hexaclorociclohexano beta (HCH beta)

23. Hexaclorociclohexano gamma (HCH gamma)
24. Hexaclorociclohexano delta (HCH delta)
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Ciclodienos

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Aldrina

Dieldrina

Endrina
Heptacloro
Clordano cis
Clordano-trans
Endosulfan alfa
Endosulfan beta
Endosulfan-sulfato
Mirex

Otros

Hexaclorobenceno (HCB)

Bifenilos policlorados (PCBs):

PCBs marcadores

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

PCB-28

PCB-52

PCB-101
PCB-118
PCB-138
PCB-153
PCB-180

PCB de tipo dioxin-like (non-ortho)

42.
43.
44,
45.

PCB-77
PCB-81
PCB-126
PCB-169
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PCB de tipo dioxin-like (mono-ortho)
46.
47.
39.
48.
49.
50.
51.
52.

PCB-105
PCB-114
PCB-118
PCB-123
PCB-156
PCB-157
PCB-167
PCB-189
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Abstract

Ohjective: The present study was aimed at examining the local distribution of GSTM1, GETT1, MDRI, and ¥EGT gene polymarphisms
a5 possible risk factors contributing to the development of bladder camcer among the population from Canary Islasds, Spain.

Muoteriols and methods: The genotypes were determined by PCR-based metheds in 2 hospital-based case-control study consisting of
119 cases amd 110 contrels. The socio-demographic amd clinicopathologic data were collected, including the smoking habits of the
population covered in the sbady.

Results: The observed allelic frequencies were (%) GETMIAGETTL, {positive) 54 amd (null) 46 in cases, and 3 amd 35, respectively,
in comtrals (F 0U144); MDRL C3435T, (C) 57 and (T) 43 in cazes, and 34 and 46, respectvely, in contrels [P 06330 VEGEF A25TRC,
{A) 40 and () 60 in cases, and 51 and 49, respectively, in contrals (P 0.221). Amaong Canary Ixlands subjects, GSTT1-null genatype
appeared as a significant risk factar for bladder cancer {odds ratio (OR) 2.0; 85% confidence interval (CI), 10-37; P DL, in
multivariate analysis adjosted by ape and smoking habits. No statistical changes in genotype distribution of GSTML, MDR1 C3435T, and
VEGF A2578C gene polymarphisms were observed between cases and controls. The distribution of the initial clinical stage. clinical grade,
ar recurrence status was oot significantly different among the polymorphic varants in the case group (NS

Condusions: Suhjects with the (G3TT1-nuall genotype might be 2t an increased risk of tladder cancer in Canary Islands, Spain. However,
extensive stodies are required for socumte confirmation of these resalts. & 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

Rrywords: Bladder cancer; Genetic polvewphism; GETM; GSTT1 MDR]; VEGE,; Risk Tacor

1. Introduction

Worldwide, bladder cancer is recognized as the ninth
mast common cancer, with statistics showing 357000

This work was supperisd by FUNCIS Fl 3508 axd FUNCIS I newly diagnosed cases and 145 (K] related deaths for both
55007 of the Gobiemo de Canarias {Spain), a=d ICIC P1 19408, genders in 2002 [1]. The prevalence and incidence of this
.' Caorrespanding author. Tel:  14-028450.000; fax:  34.028.45] pathology are unkeown in Canary Islands. Bladder cancer

dal. : A i
£-mail address; Femandez Sk ulpgees (PF, Velarin). cansed 4% of the total cancer deaths in this region in 2005

VLAJLH. is the recipiest of a gramt from Fundacitn el Tnstituto {www gobiernodecanarias.orgistac). However, the precise
Canario de Investigaciin del Céincer (Spain). reason why only specific individuals get bladder cancer

IOTE-143%% - s2e fromt matter © 2001 Elsevier Inc. All rights meserved.
Goi: 1010167 urolonc 201008 028
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